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ABREVIATURAS
BSA Albúmina de suero bovino.
c.p.m. Cuentas por minuto.
Ci Curio.
Da Dalton
D.O. Densidad óptica.
DAPI 4,6-diamidino-2-fenilindol.
DEPC Dietil-pirocarbonato.
DNA Ácido desoxirribonucleico.
DNA pol. DNA polimerasa.
DNasa Desoxirribonucleasa.
EDTA Ácido etilén-diamino-tetracético.
EMSA Ensayo de cambio de movilidad electroforética.
EST “Expressed Sequence Tag”.
GFP Proteína verde fluorescente (“Green Fluorescent protein»).
GST Glutation S-transferasa.
hnRNP Ribonucleoproteina heteronuclear
1 PTG lsopropil-j3-D-tiogalactopiranósido.
kb 1000 pares de bases.
kDa 1000 Daltons.
MCA Medio completo de Aspergillus.
MES Ácido N-(2-hidroxietil)-piperazina-2-etanosulfónico.
MEA Medio de fermentación de Aspergillus.
MMA Medio mínimo de Aspergillus.
MOPS Ácido 3-[N-morfolinJ sulfónico
Mr Masa molecular relativa.
mRNA RNA mensajero.
NES Señal de exportación nuclear <“nuclear export signal9.
NLS Señal de localización nuclear (“nuclear localization signal».
NPC Complejo del poro nuclear (“nuclear pore complex’j.
ORF Pauta abierta de lectura <“Open reading frame’».
P.C.R. Reacción en cadena de la polimerasa.
PNK Polinucleótido quinasa
p/v Peso/volumen.
pb Pares de bases.
r.p.m. Revoluciones por minuto.
RNA Ácido ribonucleico.
RNasa Ribonucleasa.
SOS Dodecil sulfato sódico.
SREBP Proteína de unión a elementos de regulación por esteroles.
(“Sterol Regulatory element Binding Protein’)
TEMED N,N,N’,tt- tetrametil-etilén-diamina.
Tris Tri-hidroximetil-aminometano.
ts Termosensible.
u. Unidad.
UsnRNP Ribonucleoproteinas nucleares pequeñas, ricas en uridina
U.V. Ultravioleta.
y/y Volumen/volumen.
X-gal 5 bromo-4 cloro-3 indol-~3-D-tiogalactopiranósido.
Los aminoácidos se nombran según los codigos de una o dos letras recomendados por la IUB-
IUPAC.
Los desoxirribonucleátidos se abrevian según el codigo recomendado por la la IUB-IUPAC.
A deoxiadenosina
G deoxiguanosina
C deoxicitidina
T deoxitimidina
R deoxipurinas
Y deoxipirimidinas
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1. Aspergillus nidulans.
1.1 Aspectos generales.
Aspergillus nidulans es un hongo filamentoso clasificado en la clase ascomycetes,
orden plectomycetes por la morfología de sus estructuras para la reproducción sexual (Thom y
Raper, 1945; Pontecorvo eta!., 1953). Los hongos filamentosos son un grupo de organismos
de gran importancia industrial. Así, las levaduras unicelulares se utilizan en la fabricación de
pan, vino y cerveza, y los hongos filamentosos en la fabricación de antibióticos <DeTilly eL al.,
1983), ácidos orgánicos, y diversas enzimas utilizadas en la industria alimentaria o en el
tratamiento de residuos industriales (Bodie et al., 1994). También son importantes
fitopatógenos (Leong y Hoíden, 1989; Valent y Chumley, 1991) y actúan como patógenos
oportunistas en enfermos inmunodeprimidos <Cohen, 1991). Además de su importancia
industrial, los hongos ascomicetos se utilizan como sistema modelo para la investigación
básica de procesos celulares tanto a nivel de genética molecular (estructura y regulación de
genes, transducción de señales, regulación del ciclo celular...) como en genética formal
(estudios de recombinación genética).
1.2 Ventajas de A. nidulans como organismo modelo para la investigación básica en
organismos eucariotas.
Aspergillus nidulans es un organismo modelo para la investigación básica en eucariotas.
Combina muchas de las características útiles de las bacterias con las de los organismos
eucariotas superiores. Al igual que las bacterias, puede cultivarse con facilidad tanto en medio
líquido como sólido; es extraordinariamente versátil metabólicamente, pudiendo utilizar
prácticamente cualquier fuente de carbono o nitrógeno, y la propagación de dones resulta
extremadamente sencilla. Al igual que en los organismos superiores existe una alternancia
regular de generaciones asociada con un ciclo sexual. Sin embargo la fase principal del
crecimiento es haploide, lo que permite detectar la expresión de mutaciones recesivas en cada
generación. Algunas de las ventajas experimentales de A. nidulans con respecto a otros
sistemas eucariotas, que han permitido utilizarlo como organismo modelo, se indican a
continuación: i) es posible realizar análisis genético formal (Pontecorvo et al., 1953); u) gracias
a su versatilidad metabólica se dispone de una gran colección de mutaciones en genes
estructurales de rutas catabálicas o anabólicas (Clutterbuck, 1982), en genes reguladores
específicos de ruta que median la inducción o la represión de los enzimas y permeasas de una
3
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determinada ruta metabólica y en genes reguladores de amplio dominio que regulan varias de
estas rutas, modulando las respuestas generales a diferentes factores ambientales (como la
utilización preferencial de ciertas fuentes de carbono o nitrógeno (Arst y Scazzocchio, 1985), o
la secreción de enzimas extracelulares dependiendo del pH del medio (ver sección 2 de esta
introducción). iii) las técnicas de biología molecular están muy desarrolladas (Timberlake y
Marshall, 1989). Asi, se dispone de sistemas eficaces de transformación (integrativa), como los
basados en trpC (Yelton et al., 1984) y en argB <Johnstone, 1985) (este ultimo ha sido
ampliamente utilizado en esta tesis), y de una tecnología de genes reporteros bien establecida
(Van Gorcom et aL, 1986; Hamer y Timberlake, 1987). Por otra parte, las técnicas de
transformación <Tilburn eL aL, 1983), ampliamente desarrolladas, permiten realizar disrupofones
génicas, delecionar genes o hacer reemplazamientos génicos con relativa facilidad. Además se
puede modular la expresión de genes mediante el uso de promotores regulables, como el
promotor de la alcohol deshidrogenasa (Adams eL al., 1998; Fernández-Cañón y Peñalva,
1995), que ha sido utilizado en esta tesis.
1.3 Ciclo de vida.
A.nidulans es un organismo homotálico cuyas células vegetativas, que contienen
múltiples núcleos haploides, crecen por extensión apical formando largos filamentos (hifas) que
se dividen por ramificación. Las hifas, que están segmentadas mediante tabiques o septos
perforados que permiten el tránsito de nutrientes y efectores entre las distintas células, están
especializadas en la adquisición de nutrientes del medio y frecuentemente secretan enzimas
degradativas con el fin de facilitar la disponibilidad de algunos sustratos. Las hifas pueden
entrar en contado y fusionarse (anastomosis) intercambiando así material citoplásmico y
núcleos. Si la anastomosis ocurre entre dos estirpes genéticamente distintas se forma un
individuo heterocarionte que tiene núcleos haploides de las das estirpes parentales
(Pontecorvo eL al., 1953).
El ciclo vegetativo de A. nidulans (Fig. 1) (Pontecorvo eL aL, 1953; Timberlake y
Marshall, 1988; revisado por Timberlake, 1990) comienza con la germinación de una espora
asexual (conidiospora), uninucleada y haploide, que da lugar, por sucesivas mitosis, a las hifas
multinucleadas. Una de las células <pie) se diferencia y forma una estructura aérea
multinucleada (tallo, Fig. 2A) que crece por extensión apical. Cuando el tallo ha alcanzado una
altura aproximada de 100 ¡ím, el crecimiento polarizado cesa y la parte superior del tallo se
ensancha formando una vesícula terminal (Fig. 2B) en la que los núcleos se multiplican. Sobre
la superficie de la vesícula se desarrollan por gemación, y de forma simultanea, del orden de
60 células denominadas médulas o esterigmatas primarios (Fig. 2C), a cada una de las cuales
4
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forma que cada asca contiene ocho ascosporas binucleadas, de forma discoidal y con dos
características crestas <Fig. 3). Tras la ruptura del cleistotecio las ascas liberan las ascosporas
que germinan tan rápidamente como los conidios iniciando un nuevo ciclo de vida vegetativo.
Finalmente A. nidulans puede atravesar un tercer ciclo de vida denominado ciclo
parasexual (Fig. 1). Este ciclo implica la formación de una estirpe diploide que se obtiene tras la
anastomosis de hifas de una misma estirpe o estirpes diferentes y posterior fusión de los
núcleos. Las estirpes diploides, de aspecto similar a las estimes haploides, pueden haploidizar
espontáneamente, pero dicha haploidización es poco frecuente y se puede inducir mediante el
uso de agentes que interfieren con la migración de los cromosomas en la anafase mitótica
como la p-fluorofenil alanina (McCuIIy y Forbes, 1965) o el benomilo (Upshall eL al., 1977). En
este proceso se produce intercambio cromosámico entre las cepas parentales produciéndose
muy raramente sobrecruzamientos meióticos.
2 REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA POR EL pH AMBIENTAL.
2.1 Descubrimiento de la regulación por pH ambiental.
Los microorganismos saprofitos (como A. nidulans o P. chrysogenum) están expuestos
a continuas variaciones en las características físico-químicas y biológicas del medio ambiente,
entre las que se encuentran las variaciones de pH. La supervivencia a distintos valores de pH
requiere un sistema homeostático que preserve el interior celular de los cambios de pH
externos, una amplia variedad de enzimas extracelulares y permeasas que permitan la
supervivencia a los diferentes valores de pH y un sistema regulador por pH ambiental que
asegure que las distintas permeasas, enzimas extracelulares y metabolitos secretados sólo se
sinteticen a su pH óptimo de actuación (por ejemplo, que las fosfatasas extracelulares ácidas o
alcalinas sólo se sinteticen cuando el pH extracelular es ácido o alcalino, respectivamente). A.
nidulans es un microorganismo extraordinariamente versátil, capaz de crecer en un amplio
rango de valores de pH ambiental (desde pH 2.5 hasta pH 10.5 (Rossi y Arst, 1990)). Posee un
eficiente mecanismo homeostático (Caddick eL al., 1 986a) que mantiene el pH intracelular
constante (con lo que las enzimas intracelulares están protegidas de los efectos del pH
externo) y es el único organismo en el que la caracterización genética y molecular del sistema
regulador por pH está lo suficientemente avanzada como para haber permitido elaborar un
modelo capaz de explicar la regulación de la expresión de genes estructurales de expresión
preferente tanto a pH ácido como alcalino. La caracterización del sistema regulador por pH en
A. n¡dulans supone un primer paso para entender cómo los microorganismos y,
7
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presumiblemente ciertas células vegetales, regulan la expresión génica en respuesta al pH
ambiental.
Los primeros experimentos que más tarde permitirían identificar el sistema regulador por
pH ambiental en A. nidulans fueron realizados por Dom (1965 a, b), quien identificó y aisló un
gran número de mutaciones que afectaban a la actividad de las fosfatasas ácidas y/o alcalinas.
Los efectos pleiotrópicos de algunas de las mutaciones aisladas por Dom sugerían que éstas
debían estar implicadas en funciones distintas a la hidrólisis de ésteres de fosfato. Así, Arst y
Cove, (1970) encontraron que algunas de estas mutaciones resultaban en un aumento de la
resistencia a concentraciones tóxicas de molibdato y tungstato con respecto a una estirpe
silvestre mientras que otras disminuían la tolerancia a estos aniones y Arst et al., (1980)
mostraron cómo algunas de estas mutaciones afectan al transporte de ácido y - aminobutírico
(GABA). Posteriormente Caddick et al., <1 986a) demostraron que seis de los supuestos genes
estructrurales de las fosfatasas originalmente identificados por Dom <pal A, -B, -C, -E, -F y
pacc) formaban parte del sistema regulador por pH ambiental de A. nidulans. Más tarde, Arst
eL al., (1994) identificaron dos nuevos genes, palI y palH, que forman parte de este sistema y
mostraron que las mutaciones en los genes pelE y palB eran alélicas.
2.2 Análisis genético formal del sistema regulador por pH.
Diversas observaciones realizadas con una estirpe silvestre de A. nidulans ponían de
manifiesto la existencia de un sistema regulador de la síntesis de enzimas extracelulares o
permeasas por el pH ambiental. Así, en un medio sin fosfato, la actividad fosfatasa alcalina
(detectada mediante técnicas de tinción de colonias en medio sólido <Dom, 1965a; Caddick y
Arst 1986, Caddick et al., 1986b)) aumenta al aumentar el pH del medio de cultivo, siendo
prácticamente nula a pH 5 y muy elevada a pH 8, mientras que la actividad fosfatasa ácida
aumenta al disminuir el pH del medio siendo prácticamente indetectable a pH 8; la utilización
de CABA como fuente de carbono o de nitrógeno es posible a pH ácido pero no a pH alcalino y
tanto la sensibilidad a la toxicidad de la neomicina como la resistencia a la toxicidad del
molibdato aumentan al aumentar el pH del medio de cultivo. Entre los genes que se expresan
preferentemente a pH alcalino se encuentran paiD, que codifica una fosfomonoesterasa
alcalina (Caddick y Arst, 1986; Caddick et al., 198Gb), el gen de la proteasa alcalina, PM
<Tilbumn eL aL, 1995; Katz et aL, 1994; Sarkar eta!., 1996) y el gen de biosíntesis de penicilina,
ipnA, que codifica la isopenicilina N-sintetasa <Espeso et al., 1993; Espeso y Peñalva, 1996).
Algunos de los genes que se expresan preferentemente a pH ácido son pacA que codifica una
fosfomonoesterasa ácida (Caddick eL al., 1986b; Tilburn eL al., 1995) y gabA que codifica la
principal permeasa del CABA <Caddick eta!., 19864>.
8
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Las mutaciones que afectan a la regulación por pH fueron identificadas por alterar las
respuestas al pH ambiental <Caddick eL al., 1986a; Arst eL al., 1994). En medios de cultivo
sólidos, a pH 6.5, estas mutaciones son fenotípicamente de dos tipos: aquellas que mimetizan
los efectos del crecimiento a pH ácido y aquellas que mimetizan los efectos de un crecimiento a
pH alcalino. Las mutaciones en los seis genes palA, -B, -C, -E, -H e —I resultan en un fenotipo
que mimetiza los efectos de un medio de cultivo ácido, con niveles elevados de fosfatasa ácida
y permeasa del GABA, niveles reducidos de fosfatasa alcalina y una elevada sensibilidad al
molibdato y resistencia a la neomicina. A excepción de las mutaciones en pali, que permiten
cierto crecimiento a pH 8, estas mutaciones previenen el crecimiento a pH alcalino. El hecho de
que las mutaciones en los genes pal se obtengan con una alta frecuencia, no sean aditivas,
sean recesivas en diploides y fenotípicamente indistinguibles (a excepción de las mutaciones
en palo, sugería que estas mutaciones son mutaciones de pérdida de función.
Las mutaciones que mimetizan los efectos del crecimiento a un pH alcalino son una
clase de mutaciones en pacC. El primer alelo de este tipo fue identificado por Dom (1965a) y
posteriormente tanto Caddick eL al. (1986a) como Tilburn et al. (1995) identificaron muchos
mas. Estos alelos mimetizan los efectos de un medio de cultivo alcalino, de forma que resultan
en niveles reducidos de la actividad de las fosfatasas ácidas, la fosfodiesterasa ácida y la
permeasa del GASA, en una elevada sensibilidad a la neomicina y en niveles elevados de la
actividad de las fosfatasas alcalinas y de producción de penicilina. A nivel transcripcional estas
mutaciones resultan en niveles elevados de la transcripción de genes de expresión a pH
alcalino <genes “alcalinos”), en niveles reducidos de la transcripción de genes de expresión a
pH ácido (genes “ácidos”) (Espeso eL al., 1993; Tilbum et al., 1995; Keller eL al., 1997;
MacCabe eL al., 1998; Gielkens eL al., 1999; Hutchings eta)?, 1999) y en niveles elevados del
transcrito de pacC <Tilburn eL al., 1995). Estas mutaciones son mutaciones de ganancia de
función (designadas pacC’; Tilburn eL aL, 1995). Un segundo tipo de mutaciones en pacC
<mutaciones de pérdida de función designadas pacC’), mimetizan los efectos de un medio de
cultivo ácido y asi dan lugar a un fenotipo similar que el resultante de las mutaciones en los
genes pal <Caddick et al., 1 986a; Arst eL al., 1994). Se diferencian de estas últimas por la
menor sensibilidad al pH alcalino que confieren. Una mutación nula de pacC (ApacC o pacC;
Tilburn eL al., 1995) también mimetiza los efectos de un medio de cultivo ácido y,
adicionalmente, resulta en criosensibilidad, una morfología anormal de la colonia y una
ausencia casi total de conidiación. El hecho de que las mutaciones en el gen pacC fueran
codominantes (mutaciones pacC) o recesivas (mutaciones pacC«) en diploides y epistáticas
sobre las mutaciones en cualquiera de los genes pal, sugería que pacC podía ser un gen
regulador de amplio dominio cuyo producto (PacC) regula directamente la expresión de los
genes bajo su control en respuesta al pH ambiental. Los genes pal <cuyas mutaciones son
recesivas en diploides y no son aditivas, vide supm) podrían estar implicados en la síntesis de
9
INTRODUCCIÓN
Iosfomonotsterasas
ácidas
— -=
T TPBM
tosIotaSS
pernflsfi
ácida de GASA
r.
~‘1
4 t
T gabA
1. L
U
4
sopentc*liflO N
siotÉlasa
+ £ 1pM
1 pa>D
4.
fosfatase
e cate a
+
£ pr~A
alcalina
Figura 4. Modelo formal de la regulación por pH en A. nidulans. PacC adiva la transcripción de genes
alcalinos y reprime la expresión de genes ácidos en respuesta a la transducción de la señal de pH
ambiental alcalino mediada por los productos codificados por los genes pal. En presencia de un pH
ambiental ácido, PacO se encuentra en una forma inactiva, con lo que la expresión de genes ácidos está
desreprimida y no se activa la expresión de genes alcalinos. Las mutaciones de pérdida de función en
los genes pal, al prevenir la activación de PacC, mimetian los efectos de un pH ácido. Las mutaciones
pacC« resultan en un fenotipo similar al de las mutaciones en los genes pal, ya que la proteína PacO
mutante, incluso en presencia de una ruta pal funcional, es incapaz de regular la transcripción de los
genes diana. Una mutación nula de pacC también mimetiza los efectos de un medio de cultivo ácido. Las
mutaciones pacC’t por el contrario, mimetizan los efectos de un medio de cultivo alcalino ya que los
correspondientes productos génicos son activos incluso en ausencia de una ruta pal funcional.
un coefector que modulara la actividad de PacC o bien podrían codificar los productos de una
ruta de transducción de la señal de pH ambiental (Caddick eL al?, 1986a). Basándose en estos
datos, Tilburn eL al? (1995) propusieron un modelo de regulación por pH (Fig. 4) mediado por
pacc. Según el modelo, PacC es un represor transcripcional de genes que se expresan a pH
ácido (genes “ácidos”) y un activador transcripcional de genes que se expresan a pH alcalino
(genes “alcalinos”). En respuesta a un pH ambiental alcalino, el producto primario de traducción
de pacC se activa como consecuencia de la acción de los productos codificados por los genes
pal? La forma activa resultante regula positivamente la transcripción de los genes “alcalinos”
(como el gen de la fosfatasa alcalina) y regula negativamente la transcripción de los genes
“ácidos” (como son los genes de la fosfatasa ácida y la permeasa del GABA). A valores ácidos
de pH, Paco no es activo, de forma que no puede reprimir la expresión de genes “ácidos” ni
activar la de los genes “alcalinos”. Al prevenir la activación de Pace, la falta de función de los
4.
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genes pal, mimetiza los efectos de un medio de cultivo ácido. Las mutaciones pacC’, de
pérdida de función parcial, resultan en un fenotipo similar al de las mutaciones en los genes
pal, ya que la proteína PacO mutante, incluso en presencia de una ruta pal funcional, es
incapaz de regular la transcripción de los genes diana. Las mutaciones pacC’t por el contrario,
mimetizan los efectos de un medio de cultivo alcalino ya que los correspondientes productos
génicos son activos incluso en ausencia de una ruta pal funcional y, en consecuencia, sea cual
sea el pH ambiental, la expresión de los genes alcalinos se ve favorecida y la expresión de los
genes ácidos está reprimida.
2.3 El factor de transcripción PacC.
Posteriores trabajos permitieron confirmar la hipótesis de que Paco es un factor de
transcripción que regula directamente la expresión de genes en respuesta al pH ambiental. Sha
eta)? (1991) mostraron que la producción de penicilina en A. nidulans está regulada por pH, de
forma que los niveles de este antibiótico producidos en condiciones de cultivo alcalinas o por
estirpes con mutaciones pacc’ son más elevados que los niveles producidos en condiciones de
cultivo ácidas o por estirpes con mutaciones en los genes pal. Espeso y Peñalva (1996)
mostraron que esta regulación tiene lugar a nivel de la transcripción de al menos uno de los
genes estructurales de la biosíntesis de penicilina, ipnA (gen que codifica la isopenicilina N
sintetasa). El análisis de la secuendia de pacC (Tilburn et al., 1995) reveló que la proteína
Pace es un polipéptido de 678 aminoácidos (en esta tesis se demuestra que el polipéptido está
formado por 674 residuos) que contiene un dominio de unión al DNA formado por tres dedos de
zinc. Mediante ensayos de cambio de movilidad electroforética <EMSA) se demostró que una
proteína de fusión entre GST y una región de Paco conteniendo los dedos de zinc se unía a
cuatro sitios del promotor de ipnA (ipnAl ,2,3 y 4AB) y un posterior análisis de estos sitios del
promotor mediante la técnica de “footprinting” por digestión con DNasal permitió identificar el
hexanucleótido 5’-GCCARG-3’ como la secuencia consenso de unión al DNA de PacC (Tilburn
eL al., 1995). Espeso y Peñalva (1996) mostraron que tres sitios de unión a PacC en el
promotor de ¡pnA son suficientes y necesarios para la activación de la expresión de ¡pnA en
respuesta a un pH ambiental alcalino. Estos resultados demostraban que PacO es un factor de
transcripción que activa directamente la expresión de al menos un gen estructural (¡pnA) en
respuesta a un pH ambiental alcalino.
La proteína PacC (Tilburn eL al., 1995; Fig. 5), al igual que otros factores de
transcripción, es rica en dominios S/TPXX (Suzuki, 1989) conteniendo 11 dominios SPXX y
cuatro dominios TPXX. El extremo amino terminal de la proteína es rico en residuos de alanina
(22 de los primeros 73 residuos de la proteína son alaninas). Este tipo de regiones es frecuente
11
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Figura 5. Secuencia de aminoácidos y esquema de la proteina PacC. (A) Secuencia de aminoácidos de
PacO. En rojo se muestra la región de los dedos de zinc, con los residuos responsables de la quelación
del metal rodeados por circunferencias. En azul se muestra una posible señal cJe localización nuclear de
tipo bipartito <las dos agrupaciones de residuos básicos de esta posible señal están subrayadas>. Las
cuatro repeticiones (tres de ellas perfectas y una imperfecta) del hexapéptido EQEQDQ estén también
subrayadas. (B> Esquema de la proteína Paco en la que se indican las características de la proteína
mencionadas en el texto.
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en dominios represores de la transcripción (Han y Manley, 1993; Licht et al., 1994, Tzmarias y
Struhl, 1994). La parte central de PacO contiene dos regiones ricas en residuos de tirosina, dos
regiones ricas en residuos de prolina y glicina y, cerca del extremo carboxilo terminal, dos
regiones ricas en residuos de serna y treonina. La región carboxilo terminal de PacO es rica en
residuos ácidos y contiene, entre los residuos 596 y 619, tres repeticiones perfectas y una
imperfecta de un hexapéptido formado casi exclusivamente por glutaminas y aminoácidos
acídicos. Si bien las regiones acídicas son muy comunes en dominios activadores de la
transcripción (revisado por Tjian y Maniatis, 1994), el análisis mutacional <vide ¡nfra) sugiere
que esta región medula negativamente la actividad de PacO. Finalmente, los resultados
obtenidos en esta tesis demuestran que la región comprendida entre los aminoácidos 252 y
269 (KKR. . . KRR) (región que se ajusta a la secuencia consenso de una señal de localización
nuclear de tipo bipartito (revisado por Boulikas, 1994; Jans y Húbner, 1996)) no es una señal
de localización nuclear <Secciones 2.3.1 y 2.3.2 de resultados).
Los dedos de zinc de PacC (Fig. SA), comprendidos entre los residuos 76 y 165, son del
tipo Cys2 His2 (KIug y Rhodes, 1987). Este tipo de dedos de zinc constituye un motivo de unión
al DNA muy frecuente en los factores de transcripción eucaíiotas y su forma de unión al DNA
ha sido estudiada en detalle (revisado por Berg y Shi, 1996; ver referencias en Espeso e! al.,
1997; Fig. 6B). La secuencia del primero de los tres dedos de zinc de PacO, similar a la del
primero de los tres dedos de zinc de GLI (Pavletich y Pabo, 1993), es muy poco usual y, al
igual que en el caso de GLI, este dedo no participa en los contactos con el DNA, pero su
interacción con el dedo “dos” es necesaria para la interacción de los dedos “dos” y “tres” con el
DNA (Espeso eL al?, 1997). Los dedos de zinc de Rimlp, un regulador positivo de la meiosis y
del crecimiento invasivo en Saccaromyces cerev¡s¡ae (Su y Mitchel, 1993) que probablemente
media también la regulación por pH ambiental (Futai eL al., 1999) son muy similares a los dedos
de zinc de PacO (Fig. SA). Al alinear las secuencias de los dedos de zinc de ambas proteínas,
55 de los 97 residuos alineados son idénticos y 8 están conservados. Tanto los residuos
responsables de la quelación del zinc como los extremos carboxilo terminales de los tres dedos
y de las regiones que los separan (“linkers”) están muy conservados. Esta conservación incluye
los residuos poco usuales del primero de los dedos de zinc. Al igual que en PacC, el extremo
carboxilo terminal de Rimí p es rico en residuos ácidos, y ambas proteínas tienen un tamaño
similar (Rimlp es un polipéptido de 628 residuos). Fuera del dominio de unión al DNA la
secuencia de PacO no presenta niveles de identidad significativos con ninguna otra proteína.
13
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24 El gen pacC y el modelo molecular de la regulación por pH ambiental en A. n¡dulans.
Las mutaciones pacC” son mutaciones que mimetizan los efectos de un medio de
cultivo alcalino (vide supra). La mayor parte de estas mutaciones (Fig. 7) resultan en
truncamientos de la región carboxilo terminal de PacO comprendidos entre 100 (mutación
pacC’200) y 412 residuos (mutación pacC05O). Las mutaciones pacCt son mutaciones que
mimetizan los efectos de un medio de cultivo ácido (vide supra) y, mayoritariamente, resultan
en la eliminación de un número mayor de residuos de la región carboxilo terminal de Paco
(Tilburn eL al., 1995; Fig. 7)). Este hecho sugería que las mutaciones pacC0 son mutaciones de
ganancia de función y que la región carboxilo terminal de PacO debe modular negativamente
su actividad, de forma que si bien la deleción de esta región <mutaciones pacCc) resulta en una
proteína capaz de activar la expresión de genes “alcalinos” y prevenir la expresión de genes
“ácidos”, deleciones mayores (mutaciones pacc’) implican la perdida de algunas regiones
funcionales implicadas directamente en la regulación transcripcional <Tilbum eL al., 1995).
El análisis de PacC en una estirpe silvestre de A. nidulans así como en estirpes con
distintas mutaciones en pacO o mutaciones de pérdida de función en distintos genes pal,
proporcionó las claves para el establecimiento de un modelo molecular de la regulación por pH
en este microorganismo. Utilizando las técnicas de westem y EMSA se identificaron dos formas
de Pace en extractos proteicos de A. nídulan.s, ambas capaces de unirse al sitio ipnA2 (Orejas
eL al?, 1995). Una de las formas de PacC, correspondiente al producto primario de traducción,
predomina en condiciones de cultivo ácidas o en estimes con mutaciones en cualquiera de los
genes pal, mientras que la otra forma de PacC, que carece de aproximadamente el 60% de los
residuos a partir del extremo carboxilo terminal de la proteína, predomina en condiciones de
cultivo alcalinas o en estirpes con mutaciones pac0’ y aparentemente se obtiene a expensas
del producto primario de traducción. En estimes con una mutación pacCt y una mutación en
alguno de los genes pal, la forma truncada de PacC es predominante, de forma que a nivel
molecular las mutaciones pacO” también son epistáticas sobre las mutaciones en los genes pal
(Orejas eL al?, 1995).
Los resultados del análisis molecular de PacC permitieron proponer un modelo
molecular de la regulación por pH ambiental de la expresión génica en A. n¡dulans (Orejas eL
al., 1995; Fig. 8). Según el modelo, a pH ácido PacC se mantiene en una conformación inactiva
mediante interacciones intramoleculares en las que participa la región carboxilo terminal de la
proteína. A un pH ambiental alcalino, y como consecuencia de la transducción de una señal
mediada por los productos codificados por los genes palA, -B, -C, -F, -H e 1, las interacciones
moleculares se desestabilizan y Pace pasa de una conformación “cerrada” a una conformación
“abierta” que permite su procesamiento proteolitico mediante la eliminación de
aproximadamente el 60% de los residuos a parir del extremo carboxilo terminal de la proteína.
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Figura 7. Esquema de la proteína PacC mostrando algunas de las características mencionadas en el
texto y los productos primarios de traducción predichos para algunos alelas mutantes (Tilburn et al,
1995; esta tesis). Las barras negras indican la secuencia de PacC codificada por los distintos alelos y las
barras blancas la longitud aproximada de secuencias de otra fase de lectura. Al final de las barras se
muestra el número del residuo carboxilo terminal de la secuencia normal de PacC. Los triángulos indican
sustituciones de un único aminoácido y la línea de puntos indica la región de PacC delecionada en la
proteína codificada por pacC~’2O205.
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Figura 8. Modelo molecular de la regulación por pH en A. nidulans. El producto primario de traducción de
pacC se mantiene en una conformación inactiva mediante interacciones intramoleculares en las que
participa la región carboxilo terminal de la proteína. En respuesta a un pH ambiental alcalino, los
productos codificados por los genes pal introducen una modificación en la proteína que permite la
eliminación proteolitica de — el 60% de los residuos de la región carboxilo terminal. La forma procesada
resultante (versión funcional) es capaz de activar la transcripción de genes “alcalinos” y prevenir la
transcripción de genes “ácidos”. Las mutaciones pacC’ previenen las interacciones intramoleculares,
permitiendo el procesamiento de PacC incluso en ausencia de una ruta pal funcional, y resultan en un
fenotipo de mimesis de alcalinidad. Mutaciones de pérdida de función en cualquiera de los genes psi, al
bloquear el cambio conformacional de PacC, previenen el procesamiento proteolítico y resultan en una
desrepresión constitutiva de la expresión de genes “ácidos” y en la falta de activación de la expresión de
los genes “alcalinos” (fenotipo de mimesis de acidez). Tomado y modificado de Orejas eta)?, (1995).
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La forma procesada resultante es la forma funcional capaz de activar la expresión de los genes
“alcalinos” y prevenir la expresión de los genes “ácidos”. Las mutaciones pacC”, mutaciones de
ganancia de función que resultan en independencia de la señal pal (vide supra), previenen las
interacciones intramoleculares, permitiendo el procesamiento de Paco incluso en ausencia de
una ruta pal funcional, y por tanto resultan en niveles elevados de la forma activa de PacO a
cualquier pH ambiental y, en consecuencia, en niveles elevados de la expresión de los genes
“alcalinos” y en niveles reducidos de la expresión de los genes “ácidos”. Mutaciones de pérdida
de función en cualquiera de los genes pal bloquearían el cambio conformacional de PacO
(estaría permanentemente en su conformación “cerrada”) y, al igual que una mutación nula de
pacO, resultarían en una desrepresión de la expresión de genes “ácidos” y en la falta de
activación de la expresión de los genes “alcalinos”. El hecho de que los niveles de transcripción
de pacC sean elevados en estirpes con mutaciones pacO” y bajos en estirpes con mutaciones
en genes pal, sugería que pecO es un gen alcalino y que por tanto podría regular positivamente
su propia expresión (Tilburn eL al?, 1995).
Recientemente se han caracterizado tres mutaciones que mimetizan crecimiento a pH
alcalino, pacC”39, pacC”63 y pacC’ 69, que no resultan en truncamientos del extremo carboxilo
terminal de Pace, sino en los cambios L266F, L259R y L340S, respectivamente, que podrían
favorecer el acceso de la proteasa procesativa a PacC, y dos mutaciones de pérdida de
función, pacc’207 y pacC~’20205, que podrían afectar negativamente a la recepción de la
señal de pH ambiental alcalino o a las consecuencias a nivel conformacional resultantes de la
recepción de esta señal (esta tesis). Finalmente se ha caracterizado un tercer tipo de
mutaciones, denominadas “neutrality-mimicking” (mutaciones pacc<) que resultan en fenotipos
con características comunes tanto del fenotipo de las mutaciones pacO” como del de las
mutaciones pacC~’ (Mingot eL al?, 1999).
Rimlp, al igual que PacO, se activa mediante la eliminación proteolítica del extremo
carboxilo terminal de la proteína. Este procesamiento, que está favorecido en condiciones
alcalinas de cultivo, requiere la función de al menos los genes RIM9, 8y 13 <Li y Mitchel, 1997).
La similitud de los dedos de zinc de ambas proteinas y el hecho de que estos dos factores de
transcripción se activen de forma similar en respuesta a un pH ambiental alcalino sugería que
las proteínas codificadas por los genes RIM9, 8 y 13 podían ser homólogas de las proteínas
codificadas por algunos de los genes pal de A. nidulans (Li y Mitchel, 1997). Denison eL al.
(1998) mostraron que los productos codificados por los genes pali y RIMQ son homólogos y
recientemente se ha mostrado que la proteína codificada por el gen CRLI de S. cerevisiae,
homóloga de PalB, puede estar implicada en el procesamiento y/o la estabilidad de Rimlp
(Futai eL al., 1999).
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2~5 Los genes pal.
Con objeto de estudiar el mecanismo de transducción de la señal de pH ambiental
alcalino, paralelamente a la caracterización de PacC se han donado los 6 genes pal <A, B, C,
E, H e 1) y actualmente se está procediendo a su caracterización molecular. Si bien el análisis
de secuencia no ha permitido establecer su posible función en la ruta de transducción de la
señal de pH ambiental alcalino, todos los productos génicos codificados por los genes pal, a
excepción de palO, tienen posibles homólogos en S. cerevis¡ae y algunos, como palA, en otros
organismos como Caenorhabditis elegans y Schizosacchammyces pombe (se indican los
números de acceso de las secuencias de los posibles homólogos de los genes pal en la base
de datos “genbank” del NOBI <National Center for Biotechnology Information)). Así, se han
encontrado posibles homólogos en 3. cerevis¡ae de los productos de los genes palA, - F, y H y
se ha demostrado que las proteínas Rim9p y Cpllp, ambas necesarias para la activación de
Rimí p, son homólogas de las proteínas codificadas por palI y palB, respectivamente (vide
mfra). Estos resultados sugieren que si bien los factores de transcripción PacC y Rimlp han
podido divergir en sus funciones reguladoras y en las señales a las que responden,
probablemente hayan mantenido una misma ruta de transducción de la señal, que igualmente
pudiera estar presente en organismos eucariotas superiores.
El gen palO (Negrete-Urtasun eL al., 1999) es el único de los 6 genes pal que no tiene
un posible homólogo en 3. cerevisiae, lo que sugiere que la ruta de transducción de la
correspondiente señal en 3. cerevis¡ae carece del correspondiente homólogo o bien que el
análisis de secuencia es ineficaz para poder identificarlo. Solamente la caracterización
completa de la ruta de transducción de la correspondiente señal en 3. cerevisiae revelará si
existe o no un homólogo de palO, palO codifica una proteína de 507 residuos <PaIC) y
solamente tiene una identidad significativa (63%) con una secuencia de 73 aminoácidos
(codificada por una EST) de una hipotética proteína de Neumspora cmssa.
palF (Maccheroni eL al., 1997) codifica una proteína de 775 residuos (PaIF) que tiene
una identidad del 30% y del 27% con dos hipotéticas proteínas de 3. cerevisiae (n~ de acceso
Z72567 y Z72568, respectivamente).
palH (Negrete-Urtasun et al., 1999) codifica una proteína de 760 residuos <PaIH) en
cuya región amino terminal contiene 7 posibles dominios transmembrana, lo que sugiere que
podría ser una proteína de membrana. En la región de los supuestos dominios transmembrana
PaIH tiene una identidad del 29,3% con una hipotética proteína de membrana de 3. cerevisiae
(n0 de acceso N0466 (Maurer eL al?, 1995)).
El gen palA <Negrete-Urtasun eL al., 1997) codifica una proteína de 798 residuos (PaIA)
con una identidad del 30%, 29,4% y 23% con hipotéticas proteinas de 3. cerevisiae (n0 de
acceso Z75183), Caenorhabd¡Lis elegans (n0 de acceso Z29561) y Schizosacchammyces
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pombe <n0 de acceso Z54354), respectivamente, y una identidad del 20,8% con la proteína
Brol p de 3. cerevisiae. Brol p interacciona con una ruta de señalización de tipo MAP quinasa
(proteína quinasa activada por mitógeno) activada por la proteína quinasa O <PKC) necesaria
para la integridad celular (Nickas y Yaffe, 1996). Al igual que Brolp, PaIA tiene posibles
dominios SH3 y una región rica en prolinas en el extremo carboxilo terminal que sugiere que
podría interaccionar con proteínas con este tipo de dominios (SH3).
El gen palB (Denison eL al., 1995) codifica una proteína de 842 residuos (PaIB)
homóloga de la proteína codificada por el gen CPLI de 3. cerevisiae (Futai eL al., 1999). Las
proteínas PaIB y Opíl p contienen una región con una elevada identidad con el dominio
catalítico de las calpainas, cistein-proteasas dependientes de calcio (revisado por Sorimachí eL
al?, 1997), pero carecen de las secuencias necesarias para la unión del calcio y su regulación.
Ambas proteínas tienen una identidad del 23,6% (similitud del 64,6%) en el dominio catalítico,
conservan los residuos Cys, His y Asn de la triada catalítica de las calpainas y tienen una
identidad del 21,2% (similitud del 60,3%) en un dominio de 30 kDa adyacente al dominio
catalítico. La presencia del dominio catalítico y la ausencia de los dominios reguladores y de
unión al calcio sugiere que estas proteínas pudieran ser proteasas con la misma especificidad
de sustrato que las calpainas pero no estar reguladas por calcio. Al igual que las mutaciones
de pérdida de función en palB, las mutaciones de pérdida de función en CPLI resultan en la
ausencia de crecimiento a pH alcalino. Cpu p parece estar implicada en la estabilidad de Rimí p
<Futai eL al., 1999) y se ha demostrado que PaIB no es la proteasa procesativa de PacC
<Denison eta)?, 1995).
El gen palI (Denison eL al., 1998) codifica una proteína de 601 residuos (Pali) con cuatro
posibles dominios transmembrana en su región amino terminal que es homóloga a la de la
proteína codificada por el gen RIM9 de 3. cerevisiae. La región de PalI que contiene estos
dominios tiene una identidad del 36,7% con la proteína Rim9p de S. cerevisiae, mientras que la
región carboxilo terminal de la proteína no tiene una identidad significativa con ninguna otra
proteína. Los hechos de que, al igual que se ha sugerido para Rim9p (Li y Mitchell, 1997), PalI
pueda ser una proteína de membrana <Denison eL al?, 1998) y de que las mutaciones de
pérdida de función en cualquiera de los otros genes pal sean epistáticas sobre las mutaciones
de pérdida de función en palI (Arst eta)?, 1994) <lo que sería congruente con que pali pudiera
desempeñar una función anterior a la del resto de los otros genes pal), favorecerían la hipótesis
de que Pali pueda ser el receptor de la señal de pH ambiental alcalino (Denison eta)?, 1998).
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2.6 Los genes pacM y pacX.
Recientemente se han identificado los genes pacM (Sarkar eL al., 1996) y pacX (Elaine
Bignelí, comunicación personal) que podrían formar parte del sistema regulador por pH de A.
n¡dulans. Las mutaciones en pacM suprimen las características fenotípicas de las mutaciones
pacC” de la falta de expresión de genes “ácidos” sin afectar la expresión de los genes
“alcalinos”, por lo que se ha sugerido que pacM podría ser necesario para la función represora
de la transcripción de genes ácidos mediada por pacO (Sarkar eL al 1996). Se ha propuesto
que pacM podría codificar un factor de transcripción responsable de la represión directa de los
genes ácidos, cuya expresión estaría regulada positivamente por PacC, o un coefector
necesario para que Paco pudiera reprimir la expresión de los genes ácidos <Sarkar eL al.,
1996).
La mutación pacxl suprime las mutaciones de pérdida de función en cualquiera de los
genes pal así como algunas mutaciones de pérdida de función en pacO <Elaine Bignelí,
comunicación personal). Estudios preliminares de los efectos moleculares de la mutación
pacXl muestran como tanto en un fondo genético pacC, como en fondos genéticos pacC~’ o
pat, esta mutación resulta en niveles elevados de PacC.
2.7 Homólogos de pacc.
La caracterización genética y molecular de pacC en A. nidulans ha permitido donar los
homólogos de este gen en 1’. chtysogenum (Suárez y Peñalva, 1996) y en A. níger (MacCabe
eL al., 1996). El gen pacC de P. chrysogenum codifica una proteína de 641 residuos con una
identidad deI 64% con la proteína de A. nídulans y el gen pacO de A. níger codifica una
proteína de 677 residuos con una identidad deI 65% con la de A. n¡dulans. Ambas proteínas
contienen las mismas características de secuencia que las descritas para la proteína de A.
nidulans (Tilburn eL al., 1995; v¡de supra) incluyendo los tres dedos de zinc del tipo Cys2 Hys2.
A excepción de la secuencla de las regiones amino y carboxilo terminales, el resto de la
secuencia aminoacídica está muy conservado entre las tres especies (Fig. 9). Al igual que en
A. n¡dulans los niveles de transcripción de pacO en P.ch,ysogenum y en A. níger son altos en
condiciones de cultivo alcalinas y bajos en condiciones de cultivo ácidas. En P. chrysogenum,
al igual que en A. nidulana, el aumento de la producción de penicilina al aumentar el pH del
medio de cultivo se corresponde con el aumento de los niveles de transcrito de pobO (gen que
codifica la isopenicilina N sintetasa de P.chi’ysogenum ) y Paco se une a distintos sitios del
promotor de este gen, y reconoce una secuencia consenso idéntica a la reconocida por la
proteína Paco de A. rilduleos, resultados que sugieren que en 1’. chrysogenum, al igual que en
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A. nidulans (Espeso y Peñalva., 1996), pacO regula directamente la expresión de pobO (Suárez
y Peñalva, 1996). En A. níger se ha demostrado que tanto la expresión de dos proteasas
extracelulares ácidas (Jarai y Buxton 1994) como la de tres fosfatasas ácidas (van den
Hombergh eL al., 1996) está regulada por el pH ambiental y que en el caso de las fosfatasas
está regulación está mediada por pecO (van den Hombergh et al., 1996).
YLRIMIOI (Lambert eL al., 1997) es el homólogo de pacC en Yarmw¡a lípolyt¡ca. Este
gen codifica una proteína de 585 residuos (YLRIM1O1p) con una identidad del 27,6% y del
34,6% con Rimlp y PacO, respectivamente, que contiene tres dedos de zinc de tipo Cys2His2
muy semejantes a nivel de secuencia aminoacídica a los de Rímlp y PacO. Al igual que RIMI,
YLRIMIOI parece regular la entrada en meiosis y al igual que pecO la expresión génica en
respuesta al pH ambiental. Los genes YLRIM1OI y PAL 1, 2, 3 y 4 son necesarios para la
expresión de XPR2 (gen que codifica una proteasa alcalina (Davidov et al., 1987)) en Y.
lipolyt¡oa. Mutaciones en cualquiera de los genes PAL previenen tanto la expresión de XPR2
como la entrada en meiosis. Versiones truncadas de YLRIM1O1p suprimen las mutaciones en
cualquiera de los genes PAL y permiten una expresión elevada de XPR2 a cualquier pH
ambiental. Lambed eL al. (1997) propusieron un modelo de activación proteolítica de YLRIMI p
en respuesta a un pH ambiental alcalino en el que los genes PAL, posibles homólogos de los
genes pal de A. n¡dulans, serían necesarios para la transducción de la señal activadora de este
factor de transcripción.
Recientemente se han identificado dos supuestos genes de Oandkia albicans, HRMIOI
y ENX3, que podrían ser homólogos de pacO y peíA, respectivamente (Wilson eL al., 1999). El
hecho de que la disrupción de cada uno de estos genes resulte en un mismo fenotipo
(indicando que ambos genes podian estar implicados en una misma ruta> y de que el fenotipo
resultante <ausencia de filamentación) sea equivalente al fenotipo resultante de mutaciones de
pérdida de función en el gen RIM1 de 3. cerevísíae (posible homólogo de pacO) refuerza esta
hipótesis (Wifson eL al., 1999>.
3 ACTIVACIÓN POR PROCESAMIENTO PROTEOLITICO DE FACTORES DE
TRANSCRIPCIÓN.
La actividad de muchos factores de transcripción está modulada negativamente
mediante su interacción con dominios proteicos en “trans” (proteínas que interaccionan con el
factor de transcripción) o en “cis” (un dominio del propio factor de transcripción). Estos
dominios pueden prevenir la unión del factor de transcripción al DNA, su dimerización (en caso
de que ésta sea necesaria para su actividad)’ su función transactivadora o, en células
eucariotas, su localización nuclear. En todos los casos, la activación del factor de transcripción
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implica la eliminación proteolítica de los dominios que modulan su actividad. Este mecanismo
de activación, irreversible, plantea el problema de cómo inactivar el factor de transcripción una
vez que cesa la señal activadora (ver sección 3 de resultados y discusión).
3.1 Factores de transcripción regulados por procesamiento proteolitico, que son
modulados negativamente en ~‘trans”.
Un ejemplo de un factor de transcripción cuya actividad está modulada negativamente
por otra proteína es el factor NF-KB, que en humanos regula la expresión de genes necesarios
para las respuestas inmune e inflamatoria (revisado por Ghos eL al?, 1998) y la proteína Dorsal,
el homólogo de NF-KB en Drosophíla metanogestor NF-KB es un heterodímero que puede
estar formado por distintas proteínas de la familia Reí <Grilli eL al 1993; Kopp y Ghos, 1995;
Verma eL al?, 1995; Thanos y Maniatis, 1995) entre las que se encuentran ReIB, c-Rel, p65,
pl 00/p52 y pl 05/pSO. La primera molécula NF-KB descrita era un heterodímero formado por las
proteínas p50 y p65 (Kopp y Ghos, 1995; Verma eta)?, 1995), por lo que este dímero es el que
se conoce normalmente por NF-KB. Las proteínas de la familia Reí se caracterizan por tener
una región amino terminal de 300 residuos muy conservada conocida como el dominio de
homología Reí (RHD), que contiene una señal de localización nuclear (NLS) y dominios de
unión al DNA, de dimerización con otras proteínas Reí y de unión a proteínas KB (Ghos eta)?,
1998). La familia de las proteínas IKB comprende las proteínas kBcz, p, s y y. Estas proteínas,
de las cuales lícBa y 3 son las más importantes, modulan negativamente la actividad de NF-KB.
Cada una de estas proteínas contiene en su extremo carboxilo terminal varias repeticiones de
una región de 33 aminoácidos, denominada motivo de anquirina, que constituyen su dominio
de unión a las proteínas Reí. Estas proteínas se unen a NF-KB y enmascaran su NLS, con lo
que retienen NF-KB en el citoplasma y previenen, por tanto, su actividad (Verma eL al?, 1995;
Baldwin, 1996). En respuesta a distintos estímulos indicativos de estrés o de infección virica o
bacteriana, IKB se degrada proteolíticamente y NF-KB se transioca al núcleo y regula la
expresión de genes bajo su control (revisado por Verma eL al., 1995; Baeurte y Baltimore,
1996). En el caso de lKBa la estimulación celular con inductores de NF-KB resulta en la
fosforilación de esta proteína inhibidora bien en residuos de Tyr, bien en los residuos Ser32 y
Ser36 (Fig. 10). En el primer caso, el menos habitual, IKBcL se separa sin ser degradado
<lmbert eL al?, 1996) mientras que en el segundo caso, el más habitual, a la fosforilación de los
residuos Ser32 y 5er36 (Brockman eL al?, 1995; Brown eL al?, 1995; Traenckner eL al., 1995;
Whitside eL al., 1995) le sigue la posterior ubiquitinación de los residuos Lys2l y Lys22 (Chen
eta)?, 1995; Scherer, 1995) y finalmente la degradación proteolítica de l*cBcz por el proteosoma.
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Figura 10. Modelo de activación de NF-KB. <A) Activación de NF-KB mediante degradación proteolitica
de licB-a. PSK, proteina-quinasa de residuos de serma; PSP, proteina-fosfatasa de residuos de serna;
Ub, ubiquitina; SS serinas 32 y 36. (8) Activación de NF-xB mediante fosforilación de residuos de tirosina
de licB-a. PTK, proteina-quinasa de residuos de tirosína; Pl?, proteina-fosfatasa de residuos de tirosina;
Y, tirosina 42. (Tomado de lmbert eL al?, 1996).
En este último caso, ni la fosforilación ni la ubiquitinación por si sotas son suficientes para la
separación de l,cBct de NF-KB lo que indica que el factor de transcripción sólo se libera tras la
degradación de kBct.
El homólogo de NF-KB en Drosophila melanogester, Dorsal, es necesario para
establecer la polaridad dorso-ventral (Anderson y NOssle¡n-Volhard,1986; Morisato y Anderson,
1995) así como para la respuesta inmunitaria (Ip y Levine, 1994, Hoffman, 1995) y el desarrollo
muscular (Nose el al?, 1992; Halfon eL eL, 1995). Cactus, el homólogo de licB en Dmsoph¡la, se
une mediante la región que contiene las repeticiones de anquirina al dominio Reí de un dímero
de Dorsal reteniéndolo en el citoplasma (Kidd, 1992). La activación de Dorsal implica la
degradación proteolítica de Cactus, inducida mediante la fosforilación de los residuos de serna
74~ 78, 82 y 83 (Reach eL al., 1996), y la fosforilación de determinados residuos de Dorsal,
siendo necesarios ambos procesos para que Dorsal pueda ser translocado al núcleo (Bergman
eta!., 1996).
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3.2 Factores de transcripción regulados por procesamiento proteolítico que son
modulados negativamente en “cis”.
Entre los factores de transcripción que se activan mediante la eliminación proteolítica de
dominios en “cis” que modulan negativamente su actividad se incluyen la proteína píOS
<precursora de la proteína pSO, una de las proteínas Reí que pueden formar parte de NF-KB),
las proteínas de unión a los elementos que median la regulación por esteroles (SREBPs), el
factor de transcripción Cubitus interruptus y Pace (ver sección 2.3 de esta introducción).
El gen NFKBI codificados proteínas Reí funcionales distintas denominadas pSO y p105.
p50 constituye la región amino terminal del producto primario de traducción, píOS, y hasta hace
poco se consideraba que esta proteína se obtenía mediante el procesamiento proteolítico de
p105, <Chos eL al?, 1990; Kieran eL al?, 1990; Palombella eL al?, 1994). La región carboxilo
terminal de la proteína píOS, que contiene varias repeticiones del dominio de anquirina, es
homóloga a las proteínas IKB y puede comportarse como ellas, de forma que pias puede
asociarse con otras proteínas Reí, como p65, formando complejos píOS-Reí que quedan
retenidos en el citoplasma. El hecho de que la síntesis de pSO requiera ATP (Fan y Maniatis,
1991), sea inhibida por inhibidores del proteosoma y no tenga lugar en levaduras con
mutaciones de pérdida de función en el gen PREI, gen que codifica una de las subunidades
del proteosoma, (Palombeila eL al., 1994), sugiere que el proteosoma está implicado en este
proceso. Asimismo, la síntesis de p50 en células COS (Lin y Ghos, 1996) requiere una región
rica en glicinas (GRR) localizada entre los aminoácidos 375 y 401 de píOS. Las regiones
carboxilo terminales a esta secuencia pueden ser reemplazadas por polipéptidos heterólogos
(Betts y Nabel, 1996) sugiriendo que estas regiones no contienen elementos de secuencia
esenciales para la obtención de p50. Recientemente, Lin eL el. (1998) han presentado
evidencias de que p50 se obtiene mediante el procesamiento cotraduccional, mediado por el
proteosoma, del polipéptido codificado por NFKBI. Según estos autores la región amino
terminal del polipéptido (que contiene la proteína pSO) se pliega rápidamente según se va
traduciendo, mientras que la región carboxilo terminal (separada por la región (GRR)) se pliega
lentamente mientras está unida al ribosoma. Si la traducción es lenta, la conformación
desplegada del extremo carboxilo terminal favorece su degradación proteolitica vía
proteosoma, sintetizándose p50, mientras que si la traducción es más rápida, la liberación del
polipéptido completo permite su plegamiento rápido, previniéndose la degradación del extremo
carboxilo terminal y sintetizándose, en consecuencia, la proteína plOS (Fig.1 1).
Las proteínas SREBP, proteinas de unión a elementos de regulación por esteroles
<Sterol Regulatory Element Binding Protein) son factores de transcripción que, en ausencia de
esteroles, activan la biosíntesis de colesterol> receptores de lipoproteinas de baja densidad y
ácidos grasos (revisado por Brown y Goldstein, 1997). Los tres miembros de la familia SREBP
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Figura 11. Modelo de biogénesis cotraduccional mediada por el proteosoma de la proteína pSO del factor
de transcripción NF-KB. (A) Traducción rápida del mRNA de NFKBI y síntesis de p105. (6) Traducción
lenta del mRNA de NFKBI y obtención de p50 mediante la degradación proteolitica cotraduccional (vía
proteosoma) de la mitad carboxilo terminal del polipéptido. Las elipses representan las subunidades
ribosomales.
identificados <Yokoyama eL al., 1993; Hua eL al., 1993) tienen una estructura tripartita muy
similar que comprende un dominio amino terminal (aproximadamente 480 aminoácidos)
funcional como factor de transcripción; una región hidrofóbica intermedia de aproximadamente
80 aminoácidos que contiene dos regiones transmembrana hidrofóbicas separadas por una
secuencia hidrofilica; y un dominio carboxilo terminal de aproximadamente 590 aminoácidos.
La región amino terminal consta de una región ácida necesaria para la activación de la
expresión génica mediada por este factor (Sato eL al?, 1994) seguida de una región rica en
prolina, serna, glicina y glutamina y, a continuación, un dominio del tipo básico, hélice - vuelta -
hélice, cremallera de leucina (dominio bHLH-Zip) implicado en la unión del factor de
transcripción al DNA. Las proteínas SREBP se localizan en la membrana del retículo
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Figura 12. Modelo de la activación proteolitica de las proteinas SREBP. La activación de estos factores
de transcripción (en ausencia de esteroles) tiene lugar mediante la liberación proteolítica de la región
amino terminal de la proteina, que constituye la versión funcional del factor de transcripción. Esta
liberación se produce mediante dos cortes proteolíticos secuenciales. El primer corte tiene lugar en la
región hidrofilica que separa los dos dominios transmembrana y el segundo corte tiene lugar en el primer
dominio transmembrana. El factor de transcripción liberado entra rápidamente en el núcleo pudiendo así
regular la expresión de genes bajo su control. Reg., dominio regulador de SREBP; bHLH, dominio básico
hélice vuelta hélice. Tomado de Brown y Goldstein (1997).
endoplásmico o del núcleo con los extremos amino y carboxilo terminales dirigidos hacia el
citoplasma y la secuencia hidrofilica que separa los dos dominios transmembrana dirigida hacia
el lumen del orgánulo (Hua eL al?, 1995; Duncan eL el., 1997). La activación de las proteínas
SREBP requiere la liberación de la región amino terminal que contiene el factor de
transcripción. Esta liberación se produce mediante dos cortes proteolíticos secuenciales (Fig.
12). El primero de estos cortes tiene lugar aproximadamente en la parte central de la región
hidrofílica que separa los dos dominios transmembrana (Duncan eL al., 1997) y el segundo de
estos cortes se produce en el primero de los dominios transmembrana (Sakai eL el., 1996; Fig.
precursor
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Figura 13. Modelo de la transducción de la señal Hh en el interior celular. En ausencia de Hh (izquierda)
Patched (Ptc) inhibe la actividad de Smoothened (Smo); el complejo citoplásmico conteniendo Cos2, Fu,
y CuSE está asociado con los microtúbulos y Ci75, que se obiene mediante el procesamiento proteolítico
de Cil5S, se localiza en el núcleo. Ci75 contiene el dominio de unión an DNA, carece del sitio de unión
an coactivador CBP, y actúa como un represor transcripcional. La unión de Hh a su receptor, Ptc(derecha), da lugar a la activación de Smo, Cos2 y Fu se hiperfosforilan y el complejo citoplásmico se
separa de los microtúbulos. En estas condiciones Ci155 no se procesa, se activa mediante un
mecanismo desconodido y es capaz de actuar como un activador transcripcional. Tomado de Kalderon(1997).
‘12). El factor de transcripción liberado entra rápidamente en el núcleo pudiendo así regular la
expresión de genes bajo su control. El primero de los cortes está regulado negativamente por
esteroles (Wang eL al?, 1994; Sakai eta!., 1996), de forma que sólo tiene lugar en células con
concentraciones bajas de estos compuestos y el segundo corte, si bien no está regulado
directamente por esteroles, sólo puede tener lugar después de que se haya producido el primer
corte proteolítico.
Cubitus interruptus (Ci) es el factor de transcripción que media la regulación de la
expresión de genes en respuesta a la señal l-ledgehog (Hh) en Dmsophlla melanogasten
(Revisado por Ruiz i Atalba, 1997; Kalderon, 1997; lngham, 1998). El gen hedgehog (hh)
codifica una proteína de secreción, Hedgehog (HH), que desempeña un papel fundamental en
el establecimiento del patrón de diferenciación celular necesario para la formación de distintos
apéndices durante el desarrollo de Drosophlla. La señal Hh, que se inicia con la unión de la
proteína HH a su receptor Patched (Ptc) y la activación por parte de este receptor de la
proteína de membrana Smoothened (Smo), resulta finalmente en la activación de la expresión
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de los genes bajo el control de esta proteína. Algunos de estos genes son especificos de un
tipo celular, como es el caso de w¡ngless (wg), que se expresa en el ectodermo ventral
embrionario, o de clecapentaplegio (dpp), que se expresa en los discos imaginales de las alas,
mientras que otros como pathed (ptc) (que codifica el receptor de HH) se expresa en todos los
tipos celulares. La única proteína capaz de unirse al DNA que genéticamente ha sido implicada
en la transducción de la señal Hh es Ci, proteína que contiene cinco dedos de zinc similares a
los dedos de zinc de las proteínas Oh de vertebrados. Este factor de transcripción puede aduar
como un activador o (en su forma procesada) como un represor de la expresión de genes
regulados por HH. En ausencia de la señal Hh, Ci forma parte de un complejo proteico formado
por este factor de transcripción y las proteínas Fu, Sufu y Cos2, que se mantiene unido a los
microtúbulos mediante esta última proteína (revisado por Kalderon <1997); Fig. 13). En estas
condiciones Ci se procesa mediante la eliminación proteolítica del extremo carboxilo terminal
<Fig. 13). La forma procesada resultante, Ci75, contiene los dedos de zinc, es capaz de unirse
al DNA, se localiza en el núcleo y reprime la expresión de alguno de los genes bajo el control
de HH como patched (Aza-Blanc eL el?, 1997). La unión de HH a su receptor resulta en la
separación del complejo proteico de los microtúbulos, Fu y Cos2 se hiperfosforilan y cesa el
procesamiento de Ci (Fig. 13). La disminución de los niveles de Ci75, que reprime la expresión
de algunos genes, y el aumento de los niveles de la forma entera de Ci (Cii 55), un producto
modificado de la cual adiva la expresión de otros genes, da como resultado la activación de la
expresión de los genes regulados por Hh. Si bien en ningún caso se ha conseguido localizar
Cii 55 en el núcleo (esta proteína siempre ha sido localizada en el citoplasma) diversas
evidencias experimentales favorecen la hipótesis de que una forma modificada del producto
primario de traducción de cies un activador transcripcional. Así, Ci es necesario para que HH
pueda inducir la expresión tanto de wg como de ptc en embriones de Drosophila (en presencia
de HH ninguno de estos dos genes se expresa en embriones con una mutación nula en c¡) y se
han detectado sitios de unión de Ci en los promotores de estos dos genes que son suficientes
para activar la expresión de genes heterólogos en respuesta a Ci (Von Ohíen y Hooper, 1997;
Von Chíen eta)?, 1997). Además, la activación de la expresión génica regulada por Hh requiere
un coactivador (CBP) que se une a una región de Ci que no está presente en Ci7S (Akimaru eL
al., 1997). Recientemente Méthot y Basler, (1999) han mostrado evidencias de la existencia de
una forma activadora de Ci que no sólo se obtiene previniendo su procesamiento en respuesta
a la señal Hh, sino que además requiere un paso adicional de regulación dependiente de esta
señal.
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4 TRANSPORTE DE PROTEINAS AL INTERIOR NUCLEAR.
La existencia de núcleos en las células eucariotas implica que los procesos de
transcripción y traducción tienen lugar en compartimentos celulares distintos, de forma que las
proteínas nucleares, que son sintetizadas en el citoplasma, deben entrar en el núcleo para
poder desempeñar su función. Todo el paso de moléculas hacia el interior o hacia el exterior
del núcleo tiene lugar a través de los complejos del poro nuclear (NPCs), localizados en la
membrana nuclear. Los NPCs (revisado por Hannover, 1992; Davis, 1995; Doye y Hurt, 1997)
son unos complejos de aproximadamente 125.000 kDa formados por múltiples copias de 50 a
100 proteínas distintas denominadas genéricamente nucleoporinas (Reichelt eL el., 1990). Los
NPCs constan de un canal acuoso en su parte central a través del cual tiene lugar el paso de
moléculas hacia ambos lados de la membrana nuclear (Rout eL el., 1993). Dependiendo del
estado metabólico y de diferenciación celular, puede haber entre 100 y 5X1 o~ NPCs en un
núcleo. Mientras que proteínas de peso molecular inferior a 40-60 kDa en principio pueden
difundir a través de los NPCs, proteínas de mayor peso molecular deben ser “transportadas”
activamente para poder localizarse en el interior nuclear (Górlich y Mattaj, 1996; Nigg, 1997;
Fujihara y Nadíer, 1998). El transporte activo de proteínas al núcleo es un proceso saturable,
mediado por receptores de transporte, que requiere energía y la presencia de una señal de
importación al núcleo en la proteína transportada. Las señales de importación al núcleo mejor
caracterizadas son las clásicas señales de localización nuclear (NLSs) formadas por una
agrupación de residuos básicos o por dos agrupaciones de este tipo de residuos separadas por
una secuencia de 10 a 12 residuos <NLSs de tipo bipartito) <revisado por Dingwal y Laskey,
1991; Boulikas, 1994; Jans y Húbner, 1996). Recientemente se identificó una secuencia,
denominada dominio M9, que es la señal de importación de la ribonucleoproteina heteronuclear
Al (hnRNPA1), que no está relacionada con las clásicas NLSs (Siomi y Dreyfuss, 1995). Las
proteínas que contienen una NLS y las proteínas que contienen el dominio M9 no compiten
entre ellas por su transporte al núcleo y son reconocidas p& diferentes receptores de
transporte (Pollard eL al., 1996). Otro tipo de proteínas, las proteínas UsnRNPs, son
transportadas al núcleo mediante un mecanismo de transporte diferente a los dos anteriores
(Fischer et al., 1991; Michaud y Goldfarb, 1991) y se piensa que pueden existir más
mecanismos de transporte al núcleo.
El mecanismo de transporte al núcleo de proteínas que contienen una NLS es el mejor
caracterizado (revisados por Schlenstedt, 1996; Pante y Aebi, 1996; Górlich y Mattaj, 1996;
Górlich, 1997; Górlich, 1998; Mattaj y EnglMeier, 1998; Fig. 14). Este sistema de transporte
requiere una serie de factores citoplásmicos como son las importinas a y f3 (que unidas
constituyen el receptorltranspoítador), el factor de transporte nuclear 2 (NTF2) y la GTPasa
Ran. Al igual que otras GTPasas, Ran alterna entre una forma unida a GTP (RanGTP) y una
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y es necesaria para que RanGAPí pueda activar la actividad GTPasa de Ran (Bischoff eL a).,
1995; Coutavas eL al., 1993; Richards eL al., 1995). Una de las características más importantes
del sistema Ran es la distribución asimétrica de sus componentes. El propio Ran, si bien es
detectable en los NPCs y en el citoplasma, se localiza preferentemente en el núcleo (Bischoff y
Ponstingí, 1991). RCC1 es una proteína ligada a la cromatina (Ohtsubo eL al?, 1989) (de forma
que RanGTP se forma exclusivamente en el núcleo). Las proteínas RanGAPí y RanBP1,
exclusivamente citoplásmicas (Hopper eL al?, 1990; Richards eL al?, 1996), eliminan RanGTP de
este compartimento celular. Esta distribución asimétrica de los componentes del sistema Ran
da lugar a un gradiente de concentración de RanGTP a través de la membrana nuclear de
forma que la concentración de RanGTP es muy elevada en el núcleo y muy baja en el
citoplasma. Esta distribución asimétrica de RanGTP es necesaria para que el transporte al
núcleo de proteínas conteniendo una NLS sea unidireccional, de forma que el sustrato sólo
pueda unirse a su receptor transportador en el citoplasma y sólo pueda separarse del mismo
en el núcleo <Izaurralde eL aL, 1997).
El primer paso en el transporte al núcleo de una proteína conteniendo una NLS (Figl4)
es su unión a la proteína transportadora, el heterodímero importina a/fr siendo la importina a la
que proporciona el sitio de unión a la NLS (Adam y Adam, 1994). Posteriormente el complejo
trimérico NLS/importina a/f3 se ancla al NPC mediante la importina ¡3 (proceso que no requiere
energía) y, a continuación, es translocado al interior del núcleo mediante un proceso que
requiere energía y depende de la hidrólisis de GTP por Ran (Melchior eL al., 1993; Moore y
Blobel, 1993). Ya en el interior del núcleo, la unión de RanGTP a la importina ¡3 resulta en la
separación de los componentes del complejo (Rexach y Blobel, 1995; Chi eL al., 1998; Górlich
eL al?, 1996) liberándose, en consecuencia, la proteína transportada. La importina ¡3 es
probablemente exportada al citoplasma como un complejo con RanGTP (Izaurralde eL al.,
1997) y la importina a es exportada como un complejo trimérico formado por esta proteína,
RanGTP y el transportador específico de la importina a, CAS <Kutay eL aL, 1997). En el
citoplasma la unión de RanBP1 a RanGTP permite tanto la separación de los componentes de
los dos complejos exportados (RanGTP/importina ¡3 y RanGTP/CASfimportina a) como la unión
de RanGAPí a RanGTP que resulta en la conversión de RanGTP en RanGDP. En ausencia de
RanGTP las importinas a y ¡3 se asocian formando un receptor funcional que puede iniciar un
nuevo ciclo de transporte al interior nuclear. Las moléculas de RanGDP formadas son
transportadas al núcleo por NTF2 y ya dentro del núcleo RCC1 se une a la molécula RanGDP
del complejo RanGDPINTF2 permitiendo su separación de NTF2 y la sustitución de GDP por
GTP (Ribbeck eL al., 1998).
Al igual que para el transporte de proteínas conteniendo una NLS, Ran parece ser
necesario para al transporte al núcleo de proteínas conteniendo el dominio M9, cuyo
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transportador específico es la transportina (Pollard eL al., 1996), así como para el transporte al
núcleo de las snRNPs (Palacios eta)?, 1996)
4.1 Regulación de la actividad de factores de transcripción mediante la regulación de su
localización nuclear,
Una forma de regular la actividad de un número creciente de factores de transcripción
consiste en regular su localización nuclear, de forma que el factor de transcripción sólo pueda
localizarse preferentemente en el núcleo en respuesta a las señales que resultan en su
activación. En ausencia de estas señales o bien la señal de importación al núcleo del factor de
transcripción está enmascarada, localizándose la proteína en el citoplasma, o bien el factor de
transcripción permanece anclado a alguna de las membranas celulares. En el primer caso, el
enmascaramiento puede ser debido a fosforilaciones de determinados residuos dentro de la
NLS o en sus proximidades o a interacciones intramoleculares (con dominios del propio factor
de transcripción) o intermoleculares (con otras proteínas) que hacen que la NLS no sea
accesible. Algunos factores de transcripción tienen, además de la NLS, una señal de
exportación nuclear (NES), de forma que su localización nuclear se modula regulando tanto su
entrada al núcleo como su salida de este orgánulo.
4.1.1 Enmascaramiento de la NLS por fosforilación.
La proteína Swisp de 3. cerev¡siae es uno de los primeros casos descritos de un factor
de transcripción cuya NLS se enmascara por fosforilación de residuos específicos contenidos
en la señal o próximos a ella. Swi5p es un factor de transcripción necesario para la meiosis que
se localiza en el núcleo durante la fase Gí del ciclo celular y en el citoplasma durante el resto
de las fases del ciclo. La fosforilación por la quinasa CDC28 de tres residuos de serna, dos de
ellos contenidos dentro de la NLS y el otro localizado en sus proximidades, es responsable de
la exclusión nuclear de esta proteína (Molí eL aL, 1991). Durante la fase Cl del ciclo celular la
actividad de CDC28 decae, los residuos de serna se defosforilan y Swi5p se localiza en el
núcleo. La sustitución de estas tres serinas por alaninas resulta en una proteína cuya
localización es siempre nuclear <Molí eL al., 1991).
Otro ejemplo en 3. cerevislee es el factor de transcripción Pho4 implicado en la
expresión de genes necesarios en condiciones de privación de fosfato (Oshima el al?, 1997).
En respuesta a la presencia de fosfato en el medio, Pho4 es fosforilado por el complejo ciclina-
quinasa dependiente de ciclina Pho8O-Pho85. La forma fosforilada de Pho4 no puede unirse a
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Figura 16. Modelo de la regulación de la localización nucleocitoplásmica de Pho4p en respuesta a la
concentración extracelular de fosfato. En respuesta a la presencia de fosfato en el medio (izquierda)
Pho4 es fosforilado (por el complejo Pho8O-Pho85). El factor fosforilado es reconocido por una proteína
exportadora (Msn5) que lo transporta al citoplasma donde no puede ser reconocida por su proteína
importadora. En condiciones de privación de fosfato (derecha) el inhibidor de quinasas dependientes de
ciclina Pho8l inhibe la actividad de Pho8O-Pho85 y aumentan los niveles de la forma no fosforilada de
Pho4 que es reconocida por su receptor de importación y transportada al núcleo donde no puede ser
reconocido por Msn5.GSP1, homólogo de Ran en levaduras. Tomado de Kaffman eL al. (1998).
su receptor de importación (Pse/Kapl 21) y Pho4 se localiza en el citoplasma. En condiciones
de privación de fosfato el inhibidor de quinasas dependientes de ciclina Pho8l inhibe la
actividad de Pho8O-Pho85 (Schneider eL el., 1994) y aumentan los niveles de la forma no
fosforilada de Pho4 que es reconocida por su receptor de importación y transportada al núcleo
(Fig. 15).
Un ejemplo similar en vertebrados es el de la familia de proteínas NF-AT, implicada en
la regulación de genes necesarios para la respuesta inmune. Estas proteínas son capaces
tanto de unirse al DNA como de activar la transcripción cuando son aisladas del citosol, lo que
sugiere que su actividad se regula modulando su localización nuclear (Flanagan eL eL, 1991).
La activación de las proteínas NF-AT se produce en respuesta al aumento a la concentración
de calcio intracelular desencadenada por diferentes estímulos. Este aumento de la
concentración intracelular de calcio activa la calcineurina, una fosfatasa que defosforila
residuos críticos de serma en las proteínas NF-Al. Esta defosforilación permite el
desenmascaramiento de dos NLSs que permiten la localización nuclear de estos factores de
transcripción (Beals eta)?, 1997; Fig. 16).
Citoplasma
NPC
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Figura 16. Modelo de regulación de la localización nucleocitoplásmica de NF-AT en respuesta a la
21-concentración intracelular de Ca . En presencia de Ca2~ la fosfatasa calcineurina (CnA) se une a NF-Aly defosforila residuos críticos de serma, permitiendo el desenmascaramiento de dos NLSs y el transporte
al núcleo del factor de transcripción unido a la calcineurina. En respuesta a una disminución de la
concentración de calcio intracelular, la calcineurina se separa de NF-AT y los residuos críticos de serma
se fosforilan, lo que provoca el enmascaramiento de las NLSs y el desenmascaramiento de dos NESs,
que son reconocidas por el receptor de exportación Crml, que media el transporte del factor de
transcripción al citoplasma. Tomado de Zhu y McKeon, 1999.
4.1.2 Enmascaramiento de la NLS por interacciones intermoleculares.
Entre los ejemplos de factores de transcripción retenidos en el citoplasma mediante su
interacción con otras proteínas están el receptor de glucocorticoides en mamíferos (GR), el
factor nuclear de Xenopus Xnf7, NF- KB y Dorsal.
En ausencia de la hormona glucocorticoide (GH), el receptor de esta hormona (GR)
permanece unido a la proteína Hsp9O, que enmascara una NLS del receptor reteniéndolo en el
citoplasma (Picard et al?, 1988). La unión de la hormona al receptor provoca la disociación del
complejo, la NLS queda desenmascarada y el receptor unido a la hormona puede ser
transportado al núcleo (Picard eL al., 1988).
El factor de transcripción Xnf7 de Xenopus es el producto de un gen de acción materna
necesario para establecer la polaridad dorso-ventral. Xnf7 es retenido en el citoplasma hasta el
estadio del desarrollo embrionario en que es necesaria su función, momento en que es
defosforilado y se localiza en el núcleo (Li eL al?, 1994; Reddy et al., 1991). El efecto inhibitorio
de la fosforilación de Xnf7 afecta a un dominio de 22 aminoácidos denominado dominio de
cnA
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U
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O
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retención citoplásmica, que es activo cuando la proteína está fosforilada e inactivo cuando está
defosforilada (Li eL al., 1994). Este dominio es dominante incluso en presencia de una NLS
adicional a la de Xnf7 lo que indica que la retención citoplásmica de este factor de
transcripción, a diferencia de la de NF-KB, no es debida al enmascaramiento de su NLS <Li et
al., 1994).
En el caso de NF-KB y Dorsal (ver sección 3.1 de esta introducción), la unión a estos
factores de transcripción de sus correspondientes proteínas inhibidoras <IKB y Cactus,
respectivamente) enmascara sus NLSs y los retiene en el citoplasma. En respuesta a sus
respectivas señales activadoras estos factores de transcripción se separan de su proteína
inhibidora (mediante un proceso que normalmente implica la degradación de esta última), sus
NLSs quedan desenmascaradas y pueden ser transportados al núcleo.
4.1.3 Enmascaramiento de la NLS por interacciones intramoleculares.
NF-KB representa también un ejemplo de un factor de transcripción en el que una
interacción intramolecular enmascara la NLS (ver sección 3.2 de introducción). Este es el caso
de los dímeros formados por píOS y otras proteínas de la familia Reí, como p65. En estos
dímeros el extremo carboxilo terminal de p105 enmascara la NLS de pSO previniendo la
localización nuclear del complejo. El hecho de que anticuerpos específicos contra la NLS
reconozcan p50 pero no píOS confirma que la NLS es inaccesible en esta última proteína
(Henkel eL el?, 1992).
4,1.4 Factores de transcripción anclados a membranas celulares.
Las proteínas SREBP son un claro ejemplo de factores de transcripción que
permanecen anclados a distintas membranas celulares hasta que son activados <ver sección
3.2 de introducción). La activación de estos factores (en respuesta a una baja concentración
intracelular de esteroles) implica la liberación del extremo amino terminal de la proteína (que
contiene la parte funcional del factor de transcripción) mediante dos cortes proteolíticos
secuenciales. El factor de transcripción liberado entra rápidamente en el núcleo y regula la
expresión de genes bajo su control.
Un segundo ejemplo lo constituyen los receptores de membrana de la familia Notch,
presentes en Drosophlla, O. elegans, ratón y otros organismos (revisado por Artavanis-
Tsakonas eL al?, 1999; Kimble y Simpson, 1997; Greenwald, 1998). Estas proteínas son
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necesarias durante el desarrollo para el establecimiento de contactos intercelulares necesarios
para la diferenciación celular. Estas proteínas se localizan en la membrana plasmática (a la que
se unen mediante un dominio transmembrana) y tienen los extremos amino y carboxilo
terminales dirigidos hacia el exterior celular y el citoplasma, respectivamente. En respuesta a la
unión de determinados ligandos, el dominio intracelular de Notch se ibera mediante proteólisis,
entra en el núcleo y permite la expresión de genes bajo su control mediante su unión a los
factores de transcripción de la familia CSL.
4.1.5 Factores de transcripción cuya localización nuclear se regula modulando su
importación y su exportación nuclear.
Recientemente se ha demostrado que en el caso de los factores de transcripción Pho4
y NF-AT (ver sección 4.1.1 de esta introducción) la localización nuclear se regula modulando
tanto su entrada en el núcleo (importación) como su salida de este compartimento celular
(exportación) y que en ambos casos la fosforilación de la proteína previene la importación y
favorece la exportación. En el caso de Pho4 (Kaffman eL al?, 1998; Fig. 15) el complejo Pho8O-
Pho85 (responsable de la fosforilación de este factor) se localiza en el núcleo de forma que la
fosforilación de Pho4 sólo tiene lugar en este compartimento celular. En respuesta a la
presencia de fosfato en el medio Pho4 es fosforilado. El factor fosforilado es reconocido por
una proteína exportadora (Msn5) que lo transporta al citoplasma donde no puede ser
reconocido por su proteína importadora. En condiciones de privación de fosfato la forma no
fosforilada del factor de transcripción predomina y Pho4 es transportado al núcleo de donde no
puede ser exportado.
En el caso de NF-AT (Zhu y Mckeon, 1999; Fig. 16) la calcineurina entra al núcleo unida
a este factor de transcripción, manteniéndolo defosforilado y bloqueando, mediante su unión,
dos señales de exportación nuclear (NESs) reconocidas por el receptor de exportación Crml.
Al disminuir la concentración de calcio intracelular, la calcineurina se separa de NF-AT, el factor
de transcripción se fosforila (con lo que sus NLSs quedan enmascaradas) y ermí puede unirse
a las NESs de este factor de transcripción exportándolo al citoplasma.
5 OBJETIVOS DE LA TESIS.
Los objetivos que se plantearon para este estudio se detallan a continuación:
i) Estudiar el procesamiento de PacC en respuesta al pH ambiental alcalino: establecer
formalmente la existencia de una relación precursor - producto entre el producto primario de
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traducción y la forma procesada de la proteína; determinar el límite del procesamiento;
establecer si el procesamiento afecta o no al extremo amino terminal de la proteína; estudiar
cuál es el paso regulado por el pH ambiental.
u) Estudiar si el pH ambiental regula la localización nuclear de PacC.
iii) Caracterizar posibles señales de localización nuclear en PacO.
iv) Estudiar si pacO regula positivamente su propia expresión.
y) Estudiar si el producto primario de traducción de pecO puede ejercer alguna función
moduladora sobre la función pacO.
6 RESUMEN DE RESULTADOS.
En el trabajo de esta tesis se han estudiado diferentes aspectos de la activación del
factor de transcripción PacC (factor que media la regulación por pH de la expresión génica en
A. nidulans) en respuesta a un pH ambiental alcalino.
Mediante experimentos de expresión transitoria (basados en la expresión condicional de
proteínas bajo el control del promotor regulable de la alcohol deshidrogenasa (aleN)) de las
proteínas PacC(5-678) (producto primario de traducción) y PacC<5-265) (proteína similar a la
forma procesada de PacO) en los fondos genéticos palA y peíA1, se ha demostrado que el
producto primario de traducción de pacO es relativamente inestable, debido a su
procesamiento proteolitico para dar lugar a una forma de la proteína mucho más estable y que
la ruta de transducción de la señal de pH ambiental alcalino codificada por los genes pal, es
necesaria para que este procesamiento pueda tener lugar.
La caracterización y el uso de un elevado número de mutaciones en pacO, ha permitido
estudiar aspectos importantes del procesamiento de PacO. El análisis de proteínas mutantes
que carecían del principal codón de inicio de traducción, o truncadas a distintas distancias del
extremo carboxilo terminal, ha permitido comprobar que el procesamiento no afecta al extremo
amino terminal de la proteína; que da lugar a varios productos de tamaño muy similar (forma
procesada de PacC) y que el punto de corte más amino terminal de la proteasa procesativa
está en la triada de aminoácidos Lys2S2-Lys253-Arg254 o en su inmediata vecindad.
Aparentemente el pH ambiental regula la accesibilidad de Paco a la proteasa procesativa. Las
mutaciones constitutivas pacC039, pacC063 y pecOceg que resultan en los cambios L266F,
L259R y L340S, respectivamente, favorecen la conformación accesible a la proteasa
procesativa, mientras que los cambios Y455N o la deleción de la región comprendida entre los
aminoácidos 465 y 540 bloquean la proteína en la conformación no accesible a la proteasa
procesativa.
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El estudio de la localización subcelular de PacO (mediante fraccionamiento subeelular y
posterior análisis de PacC en las distintas fracciones) en una estirpe silvestre y en estirpes con
diferentes mutaciones paccc o pat, ha permitido comprobar que el pH ambiental, al permitir el
cambio conformacional de Pace entre las conformaciones no accesible y accesible a la
proteasa procesativa, regula el procesamiento de PacO y, de forma simultanea, su localización
nuclear, de manera que la forma procesada de la proteína siempre se localiza en el núcleo. Las
mutaciones de pérdida de función en los genes pal, al prevenir el cambio conformacional de
PacO, bloquean el procesamiento y previenen su localización nuclear.
La expresión de proteínas de fusión entre diferentes proteínas PacO y la proteína
fluorescente GFP ha permitido comprobar in vivo que el pH regula la localización nuclear de
PacC y que la ruta de transducción de la señal de pH ambiental codificada por los genes pal es
necesaria para esta regulación. En segundo lugar estos experimentos han permitido mostrar
que la supuesta señal de localización nuclear de tipo bipartita comprendida entre los
aminoácidos 252 y 269 no parece ser funcional, que la localización nuclear de la forma
procesada de PacC es independiente de la funcionalidad de la ruta pal y que la región de PacC
que contiene los dedos de zinc es necesaria para que proteínas PacC similares en tamaño a la
forma procesada de la proteína se localicen en el núcleo.
El estudio de los niveles de transcrito de pacO en estirpes merodiploides que
expresaban la proteína funcional PacC(5-265) así como el análisis de Pace en estas estirpes y
en distintas estirpes diploides, ha mostrado que pecC no regula positivamente su propia
expresión. Finalmente el estudio de los efectos a nivel fenotipico y molecular de la
sobreexpresión de PacC(5-678) en estirpes pacO~ y pacOh4, tanto en un fondo genético palK
como en un fondo pelAl, indica que el producto primario de traducción de pecO no es inactivo
y que puede modular negativamente la función pacC.
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MATERIALES Y MÉTODOS
1. MICROORGANISMOS
1.1 Estirpes de Bacterias,
En este trabajo se han utilizado las estirpes de E. coil DH1 <F’, mcAl, ondA 1, gyrA96, th¡1,
hsdRl7, supE44) y DH5a’(F’, endAl, hsdRl7, gyrAl, th¡1, recAl, relAl, supE44, cDSOr, IacZAMI5),
ambas del tipo K-12 (las mutaciones de E. cdi se describen en Bachman (1984)>. La estirpe OHI se ha
utilizado como cepa de alta frecuencia de transformación. Esta estirpe, al carecer del sistema de
recombinación dependiente de rocA, no forma multímeros y resulta útil para la obtención de plásmidos.
La estirpe DH5a’ se ha utilizado para la transformación con plásmidos de alto peso molecular.
Esta estirpe permite la selección de plásmidos recombinantes por disrupción del dominio a del gen de la
¡3-galactosidasa en medio con IPTO y X-gal.
1.2 Estimes de Aspergillus nidulans
Las cepas de A. nidulans se muestran en la tabla 1 y las mutaciones clásicas en pacC utilizadas
en este trabajo, en la tabla 2. Todas las estirpes portan una mutación de pérdida de función en veA
<“velvet) que permite la conidiación en presencia de luz (Mooney y Yager, 1990). Los marcadores se
describen en Clutterbuk (1990).
2. VECTORES.
Los plásmidos comerciales pBS-SK+ (Stratagene), pUC19 (Biolaba) y pGEX2T (Pharmacia) se
utilizaron para subclonajes de fragmentos de DNA. En el resto de los plásmidos se indica, entre
paréntesis, el número asignado en la colección del laboratorio.
En todos los casos en que se amplificaron fragmentos de DNA por la Técnica de P.C.R. (y una vez
donado el fragmento) se verificó por secuenciación la ausencia de errores en la secuencia amplificada.
Los genes que se expresaron bajo el control del promotor de la alcohol deshidrogenasa <elcA~)
fueron donados en el plésmido pALC (p182) (Fernández-Cañón y Peñalva, 1995; Fig. 17). Este
plásmido contiene un promotor alcAn funcional que incluye un sitio de inicio de transcripción y esta
separado del terminador transeripelonal dei gen trpC (situado en posición 3’ con respecto al promotor)
por un polylinker’ 5’- Sall-Xbal-BamHl-Smel-Pstl-EcoRl - 3’. El terminador transcripcional del gen trpc
se clonó como un fragmento EcoRl — Kpnl de 3,2 Kb que incluye en posición 3’ al terminador el gen
e’pB, que se ha utilizado como marcador en las transformaciones de A. n¡dulans. Se han utilizado dos
versiones del plásmido, una con el alelo argBt (pALC) y la otra con un alelo argB mutado <pALC*) (para
seleccionar integraciones en argB) mediante destrucción de un sitio Bglll (el plésmido se abrió con Bg/ll,
se rellenaron los extremos cohesivos con Klenow, y posteriormente se religó), con lo que se introduce
una mutación de cambio de pauta de lectura.
p[aIcA~::pacC(5-678» (p138). Este plásmido se construyó subclonando en el sitio BamHl del
plásmido pALC un fragmento de cDNA conteniendo toda la secuencia codificante de pacC. Este
fragmento estaba flanqueado por un sitio Ncol (que fue transformado en un sitio BamHl) y un sitio
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Característica relevante
pacC
palAl
PaIH17
pacC’7604
pacCft08
pacC’50
pacC’14
pacC”69
pacC’1 4; alcA”: :pacC(305-
678)
Apacc
peíA 1 argB2; ApacC
pacCC5
pacC5O4
pacOt39
pacGY63
pacC~207
tipacC ‘516
pacc’t20601
pacCd20000
pacct6ga7
aIcA”::pacC(5-678) pacC
alcA”npacC(5-234::265-678)
pacGf
alcA”zpacC(305-678) pacCt
alcA”zpacc(5-265) pacc
alcA½pacc(5-265)palA1
pacCt
alcA’tpacC(5-678) pacC”1 4
aIcA”tpacC(5-678) palAl
pacC”14
alcA”spacc(5-234: :265-678)
pacCCl4
alcA”xpacC(305-678)
pacCcl4
Genotipo
b¡A1
pabaAl yA2; peíA1 argB2
pabaAl yA2; PaIH17
¡noB2; pacC’1604
pabaAl yA2; pacCto8
pabaAl; pacCt50
pabaAl; pac&14
pabeAl yA2; wA3; pacC”69
biA 1; argB2largB alcA”::pacc(305-678);
methSí; pac&14
yA2 biAl pabaAl; pyrGSS; argB2; ApecC
[pyr4l
yA2; argB2 palAl; Apacc [pyr4i;
pantoBl 00
pabeAl; pacCts
pabaAl yA2; argB2; pacC’5 pacC5O4
b¡AI; pyroA4; pacCC39
pac&63; pantoBloO
¡noB2 glrAl; pacC+t207; pento B1 00
yA2, pacC~t51 5; pantoBl 00
pacC”206 PacC”t20601; pantoBl 00
yA2; pacC’200 PacC½0000;pantoBl 00
gatA2
pabaAl; wA3; pacC”69 Pac0d6907
yA2; pebeAl; ergB2/argB alcA”zpacC(5-
678)
biAl pabeAl; argB2/argB1- aIcA”xpacC(5-
234::265-678)
biAl pabaAl; argB2/argBt
alcA”xpacC(305-678)
biA1; argB2/argBt alcA”zpacc(5-265)
yA2 pabaAl; patA1 argB2/ergB
alcA”::pacC(5-265)
yA2; args2/argB aIcA”zpacc(5-678);
methGl; pacO’14
yA2 pabaAí; palA1
argB2/argBtalcA”::pacc(5-678); pacC’1 4;
pantoBíoa
yA2 pabaAl; argB2/argB aIcA”spacc(5-
234:265-678); pacC’1 4
biA 1 yA2; argB2/argB alcA”npacC(305-
678>; methGl ; pacC’14
Procedencia
Madrid
H. Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
H. Ant (Londres>
H. Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
Este trabajo
H. Arst (Londres)
Este trabajo
H. Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
H. Arsí (Londres)
H. Arsí (Londres)
H. Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
TabIal. Estirpes de A. nidulans utilizadas en este trabajo.
Estirpe
M 002
M 334
M 384
M 162
M 163
M 207
M 305
M 390
M 372
M 265
M 397
M 133
M 485
M 205
M 191
M 391
M 164
M 218
M 199
M 416
M 363
M 366
M 374
M 367
M 365
M364
M 636
M 369
M 372
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Característica relevante
a/cA Q:pacC(5-678) ApacC
aIcA~npacC(5-265) 4oacC
alcAtpacC(5-234: :265-678)
ApacG
alcA”zGFP ApacC
alcAtpacC(241 -280)::GFP
ApacO
alcA”::pacC(5-265)vGFP
Apacc
alcA”::pacC(5-250)::GFP
ApaCC
alcA”;pacC(5-273)::GFP
ApacC
aIcA’t:GFPzpacC(5-250)
ApacC
alcAQ:pacc(241 -280)::GFP
pa/Al ApacC
alcA”zpacC(5-250)::GFP
pa/Al ApacC
aIcA”xpacC(5-265) : : GFP
pa/Al ApacC
alcA’tpacc(5-273): :GFP
paIAl ApacC
aIcA”::GFP.tpacc(5-250)
pa/Al ApacC
a/cA”;GFP::pacC(5-678)
ApacC
alcA”::GFP::pacC(5-678)
pa/Al ApacC
pacctlpacct
pacclpacC’
pacC~IpacC”
Genotipo
yA2 b¡AI pabaAl; pyrG89; argB2largB4
a/cA”;pacC(5-678); Apacc [pyr4~j
yA2 b¡A1 pabaAl; pyrG89; argB2largS
afcA”;pacC(S-265); ApacC [pyr4fl
yA2 biAl pabaAl; pyrGBS; argB2IargB~
a/cA”::pacc(5-234::265-678); ApacC
[pyr4t]
yA2 b¡A1 pabaAl; pyrG89; argB2largB
a/cA”;GFP; ApacC [pyr44)
yA2 b¡A1 pabaAl; pyrG89; argB2largB
alcA”;pacO(241 -280)vGFP; Apacc [pyr4fl
yA2 b¡A1 pabaAl; pyrG89; argB2largB,
a/cA”::pacC(5-265)::GFP; ApacC pyr4
yA2 b¡A1 pabaAl, pyrG89, argB2largBt
alcA”::pacC(5-250) GFP, Apacc [pyr4~
yA2 b¡A1 pabaAl, pyrGS9, argB2IargB~;
alcA”;pacC(5-273): :GFP; ApacC [pyr4]
yA2 b¡A1 pabaAl; pyrGGS; argB2largBt
a/cAQ:GFP::pacC(5-250); Apacc [pyr4~]
yA2; pyrG89?; argB2iargBt
aIcA”;pacC(241 -280)::GFP pa/Al; ApacC
[pyr4~];pantoB100
yA2; pyrG89?; argB2IargB~ e/cA”::pacC(5-
250)::GFP pa/Al; ApacC [pyr4l;
pantoBl 00
yA2; pyrGS9?; args2largB+ aIcA”::pacC(5-
265)::GFP pa/Al; ApacO [pyr4i;
pantoBl 00
yA2; pyrG89?; ergB2largB+ a/cA”::pacC(5-
273)::GFP pa/Al; Apacc (pyr4i;
pantoBí 00
yA2; pyrG89’?; argB2largB
a/cA”;GFP::pacC(5-250) pa/Al; ApacC
[pyr4fl;pantoBl 00
yA2 b¡A1 pabaAl; pyrGS9?; argB2IargB~;
aIcAtGFP::pacC(5-678); ApacC [pyr4fl
yA2; pyrGSS ?; argB2largB
alcA”::GFP::pacc(5-678) pa/Al; ApacC[pyr4fl;pantoBí00
wA3 argB2 maL/iGl /yA2 argB2
yA2 argB2 pacCl4/ornCSl MAl
yA2 b¡Al areAr4s inoB2 pacC~7604
/ornC3l fwAl
Procedencia
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
H Arst (Londres)
H. Arst (Londres)
Tabla 1. Continuación
Estirpe
M 357
M 326
M 360
M 479
M 701
M 481
M 500
M 502
M 561
M 702
M 520
M 523
M 526
M 570
M 566
M 578
M 230
M 212
M 209
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BamHI. El sitio bical incluía el codón AUG 5 y el sitio BamHl
del codón de parada de traducción (codón stop).
estaba separado por 90 pb, en dirección 3’,
Alelo
pacC76O4
pacC5O8
pacCSO
pacCl4
pacOS 9
pacC6SO7
pacOS
pacC5O4(pacC5)
pac039
paccs3
pacC2O7
pacOS1S
pacC2O6Ol
pacC20000
Fenotipo
+1-
+1-
c
c
c
cl-
c
y
c (ts)b
c
+1-
+1-
cl-
cl-
Mutación
AC1426
~XC1631
A1758T
C2437A
T1977C
C1666G
C2528T
G8350 (C2528T)
C1754T
T1734G
T2321A
1641 +A
G1739T
1711 +C
Cambio en la proteína
5—173 QSLDLATQI*
5—224 SHRTRLTATSTIL*
5 — 266
5~492*
L340S
5~235*
5 — 523k
MSI (5 — 523*)
L266F
L259R
Y455N
5 — 227
KPVLRQRLLRSEYRPRASPSW*
5—260
~
Tabla 2. Mutaciones clásicas en patO utilizadas en este trabajo y cambios a que dan lugar en la proteína, a
presencia de la mutación pac&5 impide determinar el fenotipo resultante de pacCSO4. bts, fenotipo termosensible.
p(aIcA~::pacC(5-265>] (p99). Para obtener este plásmido, inidalmente se subclonó un fragmento
Ncal — BaLEII (rellenado con Kienow) del cUNA de pacO en el sitio Smal del plásmido pGEX2T (con
objeto de introducir los sitios BamHl (5’) y EcoRí (3’)) con lo que se obtuvo el plásmido pGEX (5-265>
(p84). Posteriormente se clonó el fragmento BamHl - EcoRl de este plésmido en pALC.
p[aIcA~::pacC(5-234::265-678fl (p139). El fragmento BamHl - EcoRí obtenido tras la ligación de
los fragmentos (rellenados con Klenow) BamHl — Atol del plásmido pGEX 5-265 y BstEII - EcoRl del don
de cUNA de paco pJ62 (Tilbum eL a)?, 1995), se clonó en el plásmido pGEX2T digerido con BamHl y
EcoRl. La secuencia de cUNA con la deleclón se clonó como un fragmento BamHl en el plésmido pALC.
PAN 52-1 sGFP (pl 144). Este plásmido (Cedido por Claudio Scazzocchio), contiene el gen
sGFR-TYG (Haas eta)?, 1996; Chiu eL al., 1996) donado en el vector de expresión pAN 52-1 (Punt et al.,
1987) como un fragmento bical — BamHl de 0,75 kb.
p[alcA~::GFP] (pl 145). Para obtener este plésmido, primero se subclonó un fragmento bical —
BamHl (rellenado con Klenow) del plásmido pAN 52-1 sGFP en el sitio Smai de pGEX2T (con objeto de
introducir los sitios BamHl (5’) y EcoRl (3’)) obteniéndose el piésmido pGEX — GFP (pl 146).
Posteriormente se clonó el fragmento BamHl - EcoRí de pGEX — GFP en el plásmido pALC*.
p[alcA~::pacC(5-265)::GFP] (pl 147). El fragmento Ncol — BamHl del plásmido pAN 52-1 sGFP
se rellenó con Klenow y se subcfonó en el sitio EcoRV del plásmido pES-SK+, con el fin de introducir dos
sitios flanqueantes EcaRí, y el fragmento BamHl — Kpnl del nuevo plásmido se clonó en el vector pUC19
obteniéndose el plásmido pUC-GFP-BK (pl 148). Posteriormente se clonó (en la orientación correcta) un
fragmento EcaRl de este plásmido (que contiene el gen de la GFP) en el sitio EcoRl del plásmido
p[a/cA~tpacO(5-265)].
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Figura 17. Esquema del plásmido pALC.
p[alcA~::pacG(5-25O)::GFPj (pl 149). Utilizando como molde el plásmido p[a/cA~::pacO(5-678))
se obtuvo por P.C.R. un fragmento de 0,8 kb que contenía parte del promotor a/cA” en la región 5’ y en
cuyo extremo 3’contenía un sitio de corte EcoRl separado por 2 ph del codón GAA (E250) de pacO. Un
fragmento BaniHl - EcoRl del producto de POR. se clonó en pALC* obteniéndose el plásmido
p[aIcA~::pacG(5-25O] (pliSO). Posteriormente se clonó en el sitio EcoRl de este plásmido (en la
orientación correcta) el fragmento EcoRl (que contiene GFP) del plásmido pUC-GFP-BK. Para la
amplificación del fragmento por P.C.R. se utilizaron los oligos alcsec2 (oligo 53 y pacC25O-3’ (oligo 3’)
(tabla 3, pag. 56).
p[atcA~::pacC(6-273)::GFP] (pUSí). Este plásmido se obtuvo de igual forma que el anterior,
con la única diferencia que en la P.C.R. se utilizó el oligo pac0273-3’ (tabla 3, pag. 56) como oligo 3’, lo
que permitió obtener un fragmento con un sitio EcoRl separado por dos pb del codón CCT (P273) de
pacC.
p[atcA’½:pacc(241-280)::GFP] (p1152). Mediante amplificación por P.C.R. a partir de
p[alcA~::pacC(5-.678)] se obtuvo un fragmento de DNA codificando la región PacC(241-280) en el que se
habla introducido un corte BamHl seguido de un codón AUG en el extremo 5’y un corte EcoRl en el
extremo 3’. Después de fosforilar los extremos del fragmento amplificado (tratamiento con PNK del fago
T4) éste se clonó (en la orientación correcta) en el sitio Smal del plásmido pBS-SK. En el nuevo
plásmido recombinante se clonó un fragmento Ncol - EcoRl (que contiene GFP) del plásmido pGEx-GFP
y finalmente se clonó un fragmento BamHl - EcoRl del ultimo plásmido obtenido en el plásmido pALCt
(Para la amplificación por P.C.R. se usaron los oligos pacCNLS-5’ (oligo 5’) y pacCNLS-3’ (oligo 3~)
(tabla 3, pag. 56)>.
p[aIcA”:: GFP::pacc(5-678)] (pl 153). Inicialmente se obtuvo por P.C.R. un fragmento de DNA
codificando una versión de GFP en la que se eliminó el codón stop y se introdujo un corte BamHl en el
extremo 5’. Se utilizaron los oligos GFP-5 (oligo 53 y GFP-3’ (oligo 33 (tabla 3, pag. 56) y como molde
pALC
6718 bp
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el plásmido PAN 52-1 sGFP. Después de fosforilar los extremos del fragmento amplificado (tratamiento
con PNK del fago T4), éste se doné en el sitio Smal del plésmido pUC19 obteniéndose el plásmido pUC
BGFPB (pl 154). Finalmente se doné (en la orientación correcta) un fragmento BamHl del plásmido pUC
BGFPB en el sitio BamHI del plásmido p[a/cA~::pacC<5-678)1.
p[aIcA~:: GFP::pacC<5-250)] (pu 55). Este plésmido se obtuvo donando (en la orientación
correcta> un fragmento BamHl del plásmido pUC BGFPB en el sitio BamHl del plésmido p(alcA’t:pacc(5-
250)].
p(aIcA~:: GFP:pacC<5-1 73)] <pl 156). A partir del plésmido p[elcA~: :pacO(5-678)] se obtuvo por
P.C.R. un fragmento que incluía parte del promotor alcAn en su región 5’ y en cuyo extremo 3’contenía
un sitio de corte EcoRl separado por 2 pb del codón TCG <S173) de pacO. El producto de P.C.R. se
fosforiló con la PNK del fagoT4 y se doné en el sitio Sinaí de pUCI9. Un fragmento BamHl - EcoRl del
plésmido recombinante se doné en el plásmido pALCt Posteriormente se doné en el sitio BemHl de
este último plésmido (y en la orientación correcta) un fragmento BamHl del plésmido pUC BGFPB. Los
oligos utilizados para la amplificación por POR. fueron el oligo alcsec2 (oligo 5’) y el aligo pacCl73-3’
(oligo 3’) (tabla 3, pag. 55).
Los tres siguientes plésmidos se obtuvieron de forma exactamente igual a la descrita en este
caso, variando únicamente los fragmentos amplificados por P.C.R.
p[alcA~:: GFP::pacc(66-173)] (puS?>. Para la amplificación por P.C.R. se utilizó como oligo 5’
el oligo pacC66-5’ (tabla 3, pag. 56), lo que permitió amplificar un fragmento de pacO cuyo extremo 5’
<GCG (ABS» estaba precedido por un codón AUG, a su vez precedido por un sitio BamHl. Como oligo
3’se utilizó el oligo pacCl73-3’ (tabla 3, pa; 56).
p[alcA~:: GFP::pacc(66-250)] (pl 158). En este caso se utilizaron los oligos pacCGG-5’ (aligo 5’)
(tabla 3, pag. 56) y el aligo pacC25O-3’ (aUge 3’> <tabla 3, pag. 56).
p[aIcA~:: GFP::pacC(173-250)] <pu 59>. Al igual que en el caso anterior se utilizó como aligo
3’el aligo pacC25O-3’ (tabla 3, pag. 56). Como oligo 5’se utilizó el oligo pacCl73-5’ (tabla 3, pag. 56), lo
que permitió amplificar un fragmento de pacO cuyo extrema 5’ (TCG (S173> estaba precedido por una
secuencia que contenía (en sentido 5’-3’) un sitio BamHl un codón ATG y un codón GCC (A).
3 MEDIOS DE CULTIVO.
3.1 Medios para E.coli.
Se utilizó LB, (Sambrcock et al., 1989> coma medio general para el crecimiento y mantenimiento
de cepas transformadas. Este medio contiene: Triptona 10 gIl, extracto de levadura 5 g/l y NaCí 5 g/l. El
pH se ajustó a 7,5 con NaOH y se añadió agar al 1,5 % (p/v) para el medio sólido. El medio se esterilizó
en autoclave a 1210C durante 30 minutos.
Para la selección de transformantes resistentes a ampicilina, se añadió este antibiótico (en forma
de sal sádica> a una concentración final de 100 ~tgimltanto en medio sólido como líquido. Además, y en
caso de realizarse la selección de recombinantes por ausencia de actividad ~3—galactasidasa,se
añadieron al medio X-gal e IPTG a las concentraciones finales de 83
1tM y 70 gM, respectivamente.
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3.2 Medios para Aspergillus nidulans:
3,2.1 Medio completo (MCA>.
Este medio fue desarrollado por Cove (1966). El medio contiene (para 1 litro): 20 ml de solución
de sales, 10 ml de solución casaminoácidos, 10 g de D-glucosa, 2 g de baptopeptona y 1 g de extracto
de levadura. Se añadió agua hasta un litro y se ajustó el pH a 6.8 con NaOH. Para el medio sólida se
añadió agar al 1,5% (p/v). El medio se esterilizó en autoclave 30 minutos a 1210C. Antes de repartir el
medio en placas de Petri se añadió la solución de vitaminas <ver sección 3.3.4; 10 ml de la solución de
vitaminas/litro de medio) y, en caso de necesitarse, los requerimientos específicos de cada estirpe.
3.2.2 Medio minimo(MMA),
Al igual que el anterior, este medio fue desarrollado por Cove (1966). Para 1 litro de medio se
utilizaron 20 ml de solución de sales y se ajustó el pH a 6,8 con NaOH. El medio se esterilizó en
autoclave durante 30 minutas a 1210C. Para el medio mínimo sólido se añadió agar al 1,5% (plv).
Después de la esterilización y antes de ser repartida en las placas de Petri se añadieron los suplementos
necesarios para cada estirpe, así coma una fuente de carbono y una fuente de nitrógeno apropiada. Este
medio se utilizó para la selección y el mantenimiento de cepas.
Tanto el medio mínimo sólido como el completo sólido se tampanaran a pH ácido (medio ácido)
añadiendo fosfato monosódico 5 M (estéril) a una concentración final 1 M; a pH alcalino (medio alcalino)
añadiendo fosfato disódico 2 M (estéril) a una concentración final 300 mM y a pH neutro mediante
adición de MES 1 M pH 6,5 a una concentración 20 mM final. Estos compuestos se añadieron al medio
esterilizado y mantenido a una temperatura no superior a los 650C.
Para el mantenimiento de las estirpes con mutaciones en las genes pal se utilizó medio ácido y
para el de las estirpes pacO’ se adicionó al medio NaCí una concentración final 0,8 M, con objeto de
mejorar la esporulacion.
3.2.3 Medio de fermentación (MFA).
Este medio incluye como principal componente el CSL (Corn Steep Liquor). Se utilizaron los
lotes Cerestar-2062 o Laisa-60015 a una concentración de 25 g/l. Antes de pesarse el CSL, se
mezclaron bien las fases acuosa y sólida. Una vez pesado el CSL, se añadió el agua destilada y la
solución de sales (20m1/l). Se agitó durante 20 minutos y se filtró a vacio con un papel de filtro. El pH se
ajustó a valor 6,8 con NaOH y el medio se esterilizó en autoclave a 1210C durante 30 minutos. Las
diferentes fuentes de carbono y de nitrógeno utilizadas en este trabajo, así como los suplementos
termoestables requeridos por las distintas estirpes, se añadieron al medio antes de ser esterilizado. Los
suplementos termosensibles, se añadieron una vez esterilizado.
Cuando se modificó el pH inicial del MFA, éste se tamponó a pH ácido (MFA ácido, pH 5,5) con
NaH
2PO4 100 mM, NaCí 100 mM; a pH básico <MFA básico, pH 7,8) con Na2HPO4 100 mM y a pH
neutro (MFA neutro, pH 6,8) con NaH2PO4 50 mM, Na2HPO4 50 mM y NaCí 50 mM. El NaH2PO4 y el
Nací se añadieron de soluciones 5 M y el Na2HPO4 de una solución 2 M. Estas soluciones se añadieron
al medio antes de su esterilización.
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3.3 Soluciones y suplementos para medios de A. nidulans.
3.3.1 Solución de sales (Cave, 1966).
Para 1 litro (concentración 20X):
Cloruro de potasio 26 §
Sulfato de magnesio 7H20 26 g
Fosfato dihidrógeno de potasio 76 §
Solución de elementos traza 50 ml
3.3.2 Solución de casaminaácidos.
Hidrolizado de caseína 150 g/litro. Esterilizar en autoclave 12100, 30 minutos. Se utilizó como
solución 1OX.
3.3.3 Solución de elementos traza.
Para 1 litro (preparado 1 OX):
Na2B4O7 40 mg
CuSO4 400 mg
FeSO47H2O 800 mg
MgSO4 800 mg
Na2MoO4 800 mg
ZnSO4 8g
3.3.4 Solución de
Para 1 litro
Tiamina
Riotina
Ácido nicotínico
Pantotenato de calcio
Piridaxina-HCL
Riboflavina
Esta solución se
vitaminas.
(preparado como 1 OX)
50 mg
10 mg
‘lOO mg
200 mg
50 mg
50 mg.
esterilizó mediante filtración y se guardó a 400 protegida de la luz.
3.3.6 Suplementos.
Vitaminas.
Estas se prepararon en agua y su esterilización fue mediante filtración (si no se menciona lo
contrario). La concentración de estas disoluciones es 100X, excepto la de biotina que es 10000X.
Biotina: 100 mg/l.
Ácido p-aminobenzoico (PABA): 200 mg/l. Autoclave.
Pantotenato de calcio: 200 mg/l.
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Piridoxina-HCL: (Vitamina 66), 5 gIl.
Inositol: 1,2 gIl.
Aminoácidos.
(Disoluciones a una concentración 100X).
D-metionina: 14,9 gIl (100 mM). Esterilizada por Autoclave.
Arginina: 53 gIl (304.2 mM). Esterilizada por filtración.
Fuentes de carbono.
Se prepararon en agua destilada y se esterilizaron en el autoclave a 1200C, durante 30 minutos,
salvo las excepciones que se indican.
La D-glucosa se preparó al 30% (p/v), la treonina al 10% (p/v) y el glicerol se esterilizó sin diluir.
El etanol se utilizó directamente del envase al 100% (y/y)
El disacárido sacarosa se preparó en agua al 30% (plv), y se esterilizó mediante la técnica del
vapor fluente (a 1 000C tres períodos de 20 minutos cada uno)
Fuentes de nitrógeno.
La única fuente de nitrógeno que se ha utilizado es tartrato amónico (5 mM). Se preparó a una
concentración 500 mM (92 gIl, en agua destilada), 100X. Esta solución se esterilizó en el autoclave.
4 SOLUCIONES DE USO GENERAL.
En este apartado se recogen las soluciones más comunes utilizadas en el laboratorio.
- Agua tratada con DEPC: Se añadió 1 ml de dietilpirocarbonato (Sigma) a 1 litro de agua
destilada. Se agitó durante 1 hora y se esterilizó en autoclave para destruir el DEPC.
- Cloroformo-alcohol isoamílico: Cloroformo, alcohol isoamílico 96:4 (y/y).
- Denhart (50X): Ficolí 400 (Sigma) 1% (p/v), PVP-40 (Sigma) 1% (plv), ESA (Sigma) 1% (p/v).
- Fenol-cloroformo-alcohol isoamílico: fenol, cloroformo, alcohol isoamílico (49.49 2) (plv). El
fenol se preparó como se describe en Sambrook eta)? (1969).
- MOPS (IX): MOPS 0,04 M, acetato sódico 0,01 M, EDTA 0,5 mM, pH 7,4. Se preparó como
solución 1 OX.
- TAE (IX): Tris-acetato 40 mM, EOTA 2 mM, pH 8,0. Se preparó como solución IOX.
- Tampón de carga de electroforesis (IOX): Ficolí (400) (Sigma) 30% (plv), azul de bromofenol
0,2% (p/v), verde de xilencianol 0,2 % (plv) (Merck), EDTA 40 mM, pH 8,0.
- TBE (lx): Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. Se preparó como solución IOX.
- TE: Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0.
- TNE2: Tris-HOI 10 mM, NaCí 20 mM, EDTA 2 mM, pH. 6,0
- SSC: NaCí 0,15 M, citrato sódico 15 mM, pH 7,0
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5 PRODUCTOS RADIOACTIVOS.
Estos se adquirieron a Amersham. Para las hibridaciones DNA-DNA y DNA-RNA y los
experimentos de EMSA se empleó 32P]-dCTP con una actividad específica de 3000 Ci/mmal. Las
sondas de DNA se prepararon con el “kit” de iniciación al azar <ramdom priming) de la marca Boehringer.
6 OTROS.
Las productos químicos utilizados fueron de calidad analítica, generalmente de las marcas
Sigma, Fluka, Merck, Probus y USB. Los componentes microbiológicos se adquirieron a Difco y
Pranadisa. Las enzimas de restricción utilizadas procedían de Biolabs, Pharmacia o Boehringer. La
fosfatasa alcalina y el fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de E. cali fueron adquiridos a
Boehringer. La polinucleótido quinasa (PNK) del fago T4 fue de Boehringer. Las soluciones para P.C.R. y
la polimerasa fueron las del sistema de amplificación «Expand~ High fidelity P.C.R. System” de
Boehringer.
7 MANIPULACION DE E. COLL
7.1 Preparación de células competentes,
Las células de E. cdl se crecieron a 3700 con fuerte agitación hasta que la DO. a 550 nm fue
0,45, momento en el que se recogieron mediante centrifugación a 2500 g durante 5 minutos a 40C y el
sedimento se suspendió en BOa 100 ml del tampón TF1 <Hanahan, 1983) (RbCI 100 mM, MnCI
2 50 mM,
acetato potásico 30 mM, CaCI2 10 mM, gliceral 15% (y/y). El pH se ajustó a 5,8 con ácido acético 0,2 M y
se esterilizó por filtración). La suspensión se dejó reposar 20 minutos en hielo. Las bacterias se
centrifugaran de nuevo a 2500 g durante 5 minutos a 4
0C y se suspendieron en 15 ml del tampón TF2
(RbCI 10 mM, CaCI
2 75 mM, glicerol 15% (y/y), MOPS 10 mM, pH 7,0. Se esterilizó por filtración). Las
células se repartieron en alícuotas de 200pi y se guardaron hasta su utilización a —60
0C.
7,2 Transformación.
Normalmente se transformó E. cali con el DNA procedente de una mezcla de ligación y
ocasionalmente con DNA plasmídico para la propagación de otros plásmidos recombinantes. Las células
de E. cali competentes (ver sección anterior) se descongelaron a temperatura ambiente y se las añadió
la solución de DNA (la mitad de una mezcla de ligación ó 1-50 ng de vector en TE). Las células con el
DNA se incubaron a 00C durante 20 minutas. La entrada del plásmido en la célula se indujo mediante
incubación durante 1 minuto a 370C seguida de una segunda incubación en hielo durante 1 minuto
adicional. Las células se incubaron entonces durante 1 hora más a 37~C en 1 ml de LA, para permitir la
expresión del gen de resistencia a ampicilina de los vectores. Finalmente, se extendieron 200, 20 y 2 x1
de la mezcla de transformación sobre placas de LB con ampicilina (cuando se seleccionaron además los
recombinantes por pérdida de actividad p-galactosidasa se incluyó en el medio X-gal e IPTG).
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8 MANEJO DE ASPERGILLUS NIVEJLANS.
8,1 Medias de cultiva y mantenimiento de las cepas de A. nidulans.
El MCA sólido (ver sección 3.2.1 de materiales y métodos) se utilizó básicamente para el
mantenimiento ve§etativo de las cepas y para la obtención de grandes cantidades de conidios. Los
cultivos en medio liquido se inocularon con suspensiones de conidios
8.2 Obtención de conidiosporas para mácula de cultivos en media líquido.
Todos los cultivas liquidas de este trabajo se establecieron inoculando directamente con
conidiosporas. Los conidios se recogieron de cultivos de inóculo central en placas con MCA, incubadas
durante 6 a 7 días a 370C. Las esporas se recolectaron de la superficie de la colonia rascando con una
espátula estéril y se resuspendieron en 40 ml de TWEEN 80 al 0,01% <y/y). Posteriormente se agitaron
vigorosamente en un vórtex, se sedimentaron por centrifugación (5 minutos a 2000 g) y se
resuspendieron en 40 ml de H
20. El recuento de esporas totales se realizó al microscopio con un
hemocitómetro (con contraste de fase). La solución de esporas se homogenizó por agitación y se inoculó
directamente en el medio.
8.3 Condiciones de cultivo en media liquido.
6En todas los casos el inóculo fue de 2x10 conidiosporas/mí. En las experimentos en que
después del cultivo en unas condiciones iniciales el micelio se transfirió a un medio fresco éste se
recogió por filtración, se lavó con agua destilada estéril y se secó parcialmente en condiciones estériles.
Cuando la transferencia se hizo a varios medios distintos en cuanta a su composición, se transfirieron
cantidades iguales de micelio en peso húmedo. Las estirpes se cultivaron en todos los casos, en
agitación constante <250 r.p.m.) en un agitador orbital New Brunswick, a 370C mientras no se indique lo
contrario.
8.4 Transformación de Aspergfllus nidulans.
La transformación se realizó esencialmente mediante el protocolo descrito por Tilburn et al.
(1983). Se inocularon 2x106 conidiosporas en 400 ml de medio mínimo que contenían como fuente de
nitrógeno tartrato amónicos mM y como fuente de carbono D-glucosa al 1% (p/v), suplementado con las
requerimientos apropiados de la estime receptora. El cultivo se incubó durante 18 a 20 h a 25”C y el
micelio se recolectó por filtración. Éste se lavó con un tampón que contenía: MgSO
4 0,6 M, NaH2PO4 10
mM pH 5,6. Para eliminar los restos de tampón de lavado, el micelio se prensó entre toallas de papel
estériles. El micelio así prensado se resuspendió en 20 ml de tampón de protoplastos (MgSO4 1,2 M,
NaH2PO4 10 mM, pH SS) frío por gramo de micelio. El tratamiento para destruir la pared celular se
realizó con novozima (Sigma). Se utilizaron, por cada g de micelio, 2 ml de una solución de novozima al
0,1% (p/v> en tampón de protoplastos preparada en el momento y esterilizada por filtración con un filtro
de 0,45 ~.tm(Renner). La suspensión se preincubó durante 5 minutos a 00C, pasados los cuales se
añadieron 2 ml por g de micelio de una solución de 12 mg/ml de albúmina de suero bovino (Sigma) en
tampón de protoplastos. La suspensión de micelio se incubó a 300C en un baño de agua con agitación
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durante 1 a 2 h, comprobándose la formación de protoplastos al microscopio. Cuando el recuento de
protoplastos mostró un valor aproximado de 108 protoplastas/mí se paró el tratamiento, agitándose la
suspensión durante unos segundos para liberar los protoplastos atrapados por los restos de paredes del
micelio. La suspensión se depositó en un Córex estéril y se recubrió (sin mezclar) con un volumen igual
de una solución de Sorbitol 0,6 M y Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, y se centrifugó a 40C durante 10 minutos a
6000 r.p.m. en el rotor H84 (Sorvalí). Tras la centrifugación, los protoplastos, que forman una banda en
la interfase, se recogieron can una pipeta Pasteur estéril y se diluyeron con 15 ml de ST (ST: Sorbitol 1
M, Tris-HCI 10 mM, pH 7,5). La suspensión de protoplastos se concentró por centrifugación a 4000 r.p.m.
y 40C durante 10 minutos en el rotor H84 y posterior resuspensión en 1 ml de ST. Los protoplastos se
recogieron nuevamente por centrifugación a 13000 r.p.m. en una microcentrífuga durante 1 minuto a
40C. Los restos de enzimas líticas se eliminaron lavanda das veces los protoplastos mediante
resuspensión en 1 ml de STC (ST+CI
2Ca 10 mM) y posterior centrifugación durante 1 minuto en la
microcentrifuga. Después de estos lavados, la cantidad de protoplastos se contó al microscopia y éstos
se concentraron par centrifugación y resuspensión en el volumen adecuado de STC para obtener 5X10
7
protoplastos/100 ~tl.A 200 gí de esta suspensión se le añadió el DNA transformante (del a 3 gg) en
menos de 20 pl. A la mezcla se adicionaron 50 ~tlde una solución de polietilenglicol (SPEG) (SPEG:
PEG 6000 60% (p/v), Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, CI
2Ca 10 mM) que se mezclaron con suavidad con la
anterior suspensión. La mezcla se incubó 20 minutos en hiela y se añadió 1 ml adicional de SPEG
mezclándose bien y manteniéndose la suspensión a temperatura ambiente durante 5 minutos. Los
pratoplastos se sedimentaron por centrifugación durante 5 minutos a temperatura ambiente, se eliminó el
sabrenadante y se resuspendieron en 200 ~.tlde STC. Varias diluciones de esta suspensión se mezclaron
con alícuotas de 3 ml de medio de selección de protoplastos que contenía agar al 0,25% (p/v)
(mantenido liquido en un baño a 480C). En todas las transformaciones el marcador selectivo fue argB, y
el media de selección (sin arginina) contenta glucosa al 1% como fuente de carbono, tartrato amónico 5
mM, coma fuente de nitrógeno, y sacarosa 1 M como estabilizador osmótico, además de los
requerimientos adecuadas. El medio con los protoplastos se extendió sobre media selectivo con agar al
1%, previamente solidificado en placas de Petri de 9 cm de diámetro. Seguidamente, las placas se
incubaran en posición invertida a 370C creciendo los transformantes en este medio en los 3 o 4 días
siguientes a la siembra. Para evitar la heterocariosis, se estriaron conidios de los transformantes en
placas de medio sin arginina y se purificaron colonias aisladas.
8.6 Expresión génica regulada par el promotor de la alcohol deshidrogenasa (aIcA~).
A.nidu/ans puede utilizar etanol entre otras muchas fuentes de carbono. La alcohol
deshidrogenasa 1 (codificada por alcA) es una de las enzimas necesarias para el metabolismo del etanol.
En presencia de etanol u otras alcoholes primarios o secundarias, las genes alc (genes necesarios para
el catabolismo del etanol>, entre los que se encuentra alcR, se expresan. Este último gen codifuca la
proteína AIcR, que es el activador transcripcional especifico de la ruta catabólica, y es responsable,
mediante su unión a 3 sitias específicos en el promotor a/cA9, de la inducción de este promotor (Panozzo
et al., 1997>. En presencia de una fuente de carbono favorable como la glucosa, la transcripción de los
genes alo está severamente reducida (Felenbok y Kelly, 1996), debido a la acción de CreA, el represor
53
MATERIALES Y MÉTODOS
que media la represión por catabolito de carbono en A. n¡dulans (Bailey y Arst, 1975). CreA, ejerce su
acción represora de la transcripción sobre el gen regulador de la ruta (a/cf?> y sobre genes estructurales
como a/cA, mediante su unión a sitios específicos (Kulmburg eta)?, 1993; Mathieu y Felenbok, 1994).
El efecto sinérgica de la inducción de a/cA9 mediada par AIcR <a través de sus tres sitios de
unión en el promotor) hacen que este promotor sea uno de los más fuertemente inducibles de A.
nkiulans. El hecho de que esta inducción sea absolutamente dependiente de AIcR y de que en presencia
de glucosa el gen alcR esté completamente reprimido <Lockington eta)?, 1987), hacen que este promotor
sea uno de los mejor regulables.
En este trabaja, todos los genes que se han expresado bajo el control del promotor a/cA9, se
donaron en el plásmido pALC (Fernández-Cañón y Peñalva, 1995; Fig. 17). Mientras que no se indiquen
otras condiciones, se ha utilizado glucosa 0,05% (p/v), treonina 100 mM como condiciones de inducción
del promotor y glucosa al 3% <plv) como condiciones de represion.
8.6 TÉcNIcAs DE GENÉTICA FORMAL.
Para favorecer la anastomosis entre hifas de dos estimes parentales, los cruces se hicieron
mediante inóculos puntuales de las dos estirpes en una misma placa de MCA suplementado con los
requerimientos de ambas. Los parentales tenían distintos requerimientos nutricionales e, idealmente,
distintos marcadores de color de las esporas para facilitar la identificación de los diploides vegetativos o
los cleistotecios híbridos. Una vez establecida la anastomosis (2- 3 dias de crecimiento a 370C) se
recadaron pequeñas porciones de medio sólido en las zonas donde las hifas estaban claramente
fusionadas. Estas porciones se traspasaron a placas de MMA selectivo para alguno de los marcadores
de ambas estirpes (condiciones de cultivo que solamente permiten el crecimiento de los heterocariontes)
suplementado con glucosa al 1% como fuente de carbono y tartrato amónico 5 mM como fuente de
nitrógeno. Las placas se incubaron a 370C hasta que se formaron sectores heterocarióticos
(normalmente 3 días).
Para el establecimiento de los diploides vegetativos se hicieron sucesivos pases de los sectores
heterocarióticos a placas de MMA selectivo. El diploide (formado tras 3 o 4 pases) se distinguió por un
mayor vigor de crecimiento y esporulación y por el color silvestre (verde) de las esporas, en los casos en
que las estimes parentales tenían marcadores de color de esporas (las mutaciones que afectan al color
de las esporas son recesivas).
Para inducir la entrada en ciclo sexual, las placas de medio mínimo con las sectores
heterocarióticos se sellaron, con el fin de someter al hongo a condiciones de anaerobiosis. Los
cleistotecios se formaron a los 10-15 días de incubación a 370C. Estos se recogieron de la placa con una
aguja estéril, se depositaron en una placa de agar al 1,5% (p/v) solidificado, y se rodaron sobre el agar
con ayuda de una aguja estéril hasta que se desprendieron las células de Hulle. Posteriormente cada
cleistotecio se introdujo en un tubo Eppendorf con 100 j.tl de H
20 estéril y se rompió contra las paredes
del tubo para liberar las ascosporas. Éstas se estriaron en una placa de MCA y se cultivaron 2 días a
37
0C para comprobar si el cleistotecio era hibrido.
El genotipo de las ascosporas de los deistotedos híbridos se analizó en placas de MMA
selectivas para cada uno de los marcadores de las estirpes parentales.
54
MATERIALES Y MÉTODOS
9 TÉCNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.
Las técnicas más generales, coma la digestión del DNA con enzimas de restricción, tratamiento
con fosfatasa alcalina, tratamiento con polinucleótido quinasa, así coma la ligación de fragmentos de
DNA se realizaron como se describe en Sambrook st al. <1989). Los tampones de reacción de estos
enzimas fueron los preparados comercialmente por Boehringer.
9.1 Aislamiento de DNA plasmidico de E. col!.
El DNA plasmidico se aislé con los métodos comerciales de Promega (aMagic Minipreps”) o de
Boehringer <High Pure Plasmid Isolation Kit”). Aproximadamente 10 ml de LB se inocularon con una
colonia aislada de la correspondiente estime de E. cali? El cultivo se creció durante 16 h a 370C. A
continuación las células se recogieran por centrifugación (30 segundos a máxima velocidad en una
microcentrífuga). Las células se lisaron y el plásmido se purificó siguiendo las instrucciones del
correspondiente “kit” comercial.
9.2 Purificación de fragmentos de DNA.
Los fragmentos de DNA se purificaron a partir de geles de agarosa o de geles de poliacrilamida
no desnaturalizantes. Estos últimos se utilizaron preferentemente para el aislamiento de oligonucleótidos
y fragmentos de pequeña tamaño.
Para la purificación a partir de geles de agarosa se utilizó el preparada comercial GeneClean
(Bio Inc.). Los fragmentos se separaran en geles de agarosa (frecuentemente del 0,8% (p/v)> en tampón
IXTAE y se identificaron mediante tinción con bromuro de etidio por comparación con las movilidades de
las fragmentos del DNA del fago ~ digerida con Hindílí o de los fragmentos del DNA del faga ‘D 29
digerido con Híndílí. Para purificar el fragmento de interés se cortó el bloque de agarosa que la contenía
y se procedió según las indicaciones del fabricante del “kit”.
La purificación a partir de geles de poliacrilamida se realizó según el protocolo de Maxam y
Gilbert (1980>. Las fragmentos de DNA se separaron en geles de 72X82X0,75 mm del equipo de
electroforesis vertical Miniprotean-lí (Bio-Rad). Las concentraciones de acrilamida y bisacrilamida de la
mezcla de polimerización del gel variaron en función del tamaño del fragmento (Sambrook st al., 1989).
El DNA se tiñó con bromuro de etidia o con una solución saturada de azul de metileno (esta última evita
la utilización de luz UV, que puede mellar el DNA). La porción del gel con el fragmento de interés se
trituró en un tubo de 1,5 mí, añadiéndose 500 ~xlde la solución de elución de Maxam y Gilbert (1980).
Esta suspensión se incubó a 370C durante 16 h con agitación. El DNA eluido se extrajo de los restos del
gel filtrando la suspensión (por centrifugación> a través de fibra de vidrio. El DNA se precipitó con 2
volúmenes de etanol puro durante 30 minutos a ~~80ÓCy se recogió por centrifugación. El precipitado se
lavó con etanol al 80% (plv), se secó a vacío y se resuspendió en TE pH 8,0. Posteriormente se
determinó la concentración midiendo la DO. a 260 nm.
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9.3 Síntesis de oligonucleótidas.
Se sintetizaron 30 nmoles de los distintos aligonucleótidos con un sintetizador Beckman-Oligo
1 OOOM (Beckman). Tras la síntesis de cada oligonucleótido, éste se trató con amoníaco a saturación
para liberarlo del soporte sólido de síntesis y eliminar los bloqueas de las bases. Tras este tratamiento,
se obtuvo un sedimento seco que se resuspendió en 200 pi de TE, calentándose periódicamente la
suspensión a 650C para facilitar el proceso. Una vez resuspendido el sedimento, la solución se filtró,
mediante centrifugación a 2000 g durante 2 minutos, a través de das columnas de sephadex G25
equilibradas con TE. Finalmente se determinó la concentración y pureza del oligonucleótido midiendo la
D.O. de la solución a 260 y 280 nm (en la tabla 3 se muestran los oligonucleótidos utilizados en este
trabajo).
Nombre
alcsec2
pacC2SO-3’
pacC273-3’
pacCNLS-5’
pacCNLS-3’
pacCí73-5’
pacCl73-3’
pacC66-5’
GFP-5’
GFP-3’
PB1
P82
Secuencia
5’ - AGAGCCACAAACGAGCGG -3’
5’- CGCGAA1TCCCTTCATACGACGCTFGG -3’
5’- CGGAATTCCCAGGGTCAAATTGTCG -3’
5’- TACGGATCCATGACCGGCCCAGAGCCT -3’
5’ -TGAGCACCATGGGGCCCACGGCAGC -3’
5’- TCGGGATCCATGGCCTCGCCAGAGCCT -3’
5’- CCAGAATTCCCCGACCGTACCAGGAC -3’
5’ - CCTGGATCCATGGCGTCGTCAACATCT -3’
5’ - CAGGATCCCCCATGGTGAGCAAG -3’
6’- CCGGATCCCTrGTACAGCTCGTC -3’
6’ - CGAAGCACTGCCAAGAGGCCTFCACAAGA -3’
6’ - CGTCTFGTGAAGGCCTCTTGGCAGTGCTT -3’
Tabla 3. Oligonucleátidos utilizados en este trabajo.
9,4 Apareamiento de oligonucleátidos sintéticos complementarios.
La sonda ipnA2 (sonda específica de PacC utilizada en todos los experimentos de EMSA;
Espeso y Peñalva, 1996; Orejas et al., 1995) se obtuvo mediante el apareamiento de los oligonucleótidos
complementarios de banda simple PEI y P62. Estos oligonucleótidos se anillaron a partir de cantidades
equimoleculares de cada uno de ellas en un tampón que contenia Tris-HOI 50 mM pH 7,5, MgCI
2 10 mM,
DTT 5 mM y espermidina 1 mM. Para ello la mezcla se calentó a 85
0C durante 3 minutos, se dejó enfriar
lentamente hasta alcanzar los 400C y posteriormente se enfrio a 40C de forma rápida. El fragmento de
doble banda se aisló en un gel de poliacrilamida (ver sección 9.2 de materiales y métodos) y la
concentración se estimó midiendo la DO. a 260 nm. (La equivalencia entre DO. y masa se determinó
utilizando el programa “Oligo” (Oligo-structure versión 3.4)
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9.5 Reacción en cadena de la polimerasa (P.C.R.>.
Esta técnica se utilizó para la amplificación de fragmentos de DNA necesarios para la
construcción de los distintos plásmidos que contenían GFP y distintas versiones de pacC. Se utilizó la
mezcla de enzimas y las soluciones del “kit” comercial “ExpandTM High fidelity P.C.R. System” de
Boehringer y se siguieron las recomendaciones del fabricante en cuanto a la elaboración del cóctel para
la P.C.R. Las reacciones se realizaron en un termociclador Perkin Elmer Cetus (Gene Amp. P.C.R.
System 2400). Éstas se realizaron con una cantidad de molde que no fue nunca superior a 5 ng, en
presencia de 1,25 unidades de la polimerasa y de los oligonucleátidos cebadores a una concentración de
250 nM. El volumen de las reacciones fue siempre de 100 pi. Las condiciones de temperatura y ciclos se
fijaron según los resultados del análisis de la estabilidad de apareamiento de los oliganucleótidos
realizado con el programa de ordenador “Oligo” (Oligo structure versión 3.4). Como control negativo se
llevó a cabo en todos los casos una reacción sin molde. Las reacciones se corrieron en un gel de
agarosa al 0,8% (plv) en 1XTAE y se purificaron los fragmentos amplificados mediante GeneClean
(Materiales y Métodos sección 9.2).
9.6 AislamIento de DNA de Aspergillus nidulana.
Las conidiosporas de las cepas de interés recogidas con 5 ml de TWEEN 80, 0,01% (y/y) de
media placa de inóculo central (MCA con las requerimientos apropiados) se inocularon en 100 ml de
MMA con D-glucosa al 1% (plv> como fuente de carbono, tartrato amónico 5 mM como fuente de
nitrógeno y los demás requerimientos de la estirpe. Los cultivos se incubaron a 3700 durante 16 h con
una agitación de 250 r.p.m. en un incubador New Brunswick. El micelio se recogió por filtración, se
congeló inmediatamente en hielo seco y se liofilizó durante al menos 16 h. Aproximadamente 400 mg del
micelio liofilizado se trituraron con una varilla de cristal. Cuando se obtuvo una consistencia de polvo fino,
éste se resuspendió en 500 pi de una solución que contenía HEPES 10 mM pH 6,9, sacarosa 0,5 M y
EDTA 20 mM pH 8. Seguidamente se añadió SDS hasta una concentración del 0,1% (vN). El lisado se
incubó a 650C durante 15 minutos, transcurridos los cuales se diluyó con 1 volumen de una solución que
contenía Tris-HCI 50 mM y EDTA 20 mM pH 8,0, mezclándose por inversión. A continuación, se
extrajeron las proteínas del usado (al menos dos veces) con un volumen de fenal:cloroformo:alcohol
isoamllico <49:49:2), centrifugándose después de cada extracción para separar la fase acuosa (que se
recogió) de la orgánica (que se fue desechando). Tras la última extracción, se eliminaron los restos de
fenol de la fase acuosa con un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (96;4). A continuación, las
ácidos nucleicos se precipitaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con 0,1 volúmenes de
acetato sódico 3 M pH 6,0 y 0,6 volúmenes de isopropanol. El precipitado se recogió mediante
centrifugación (5 minutos a la máxima velocidad en una micracentrifuga), se lavó can etanol al 80% (y/y),
y se secó posteriormente a yací o. El precipitado se resuspendió en 100 pl de TE pH 8,0, y se eliminó el
RNA por digestión can 1 pl de una solución (Smg/ml) de RNasa A (Baehringer) libre de ONasa, durante
30 minutos a 370C. El DNA se precipitó de nuevo con 0,1 volúmenes de acetato sódico 3 M pH 6,0 y 0,6
volúmenes de isopropanol y se recogió formando una madeja con la punta de una micropipeta. El DNA
se lavó con etanol al 80%, y los restos de etanol se eliminaron a vacio. Finalmente se resuspendió en
100 pi de TE pH 8,0 y se midió la 0.0. a 260 nm para calcular su concentración.
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9.7 Análisis de fragmentos de DNA por el método de Southern.
Se utilizó el protocolo inicialmente descrito por Southem, <1975) ligeramente modificado. En
todos los casos, 2,5 ~.tgde los DNA aislados se digirieron toda la noche con EcoRl en un volumen de 40
pi. Las fragmentos resultantes de la digestión se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al
0,8% <p/v) en 1 XTAE, dependiendo las condiciones de voltaje y la duración de la electroforesis del
tamaño de los fragmentos que se pretendía analizar. El gel se irradió 5 minutos con un transiluminador
de luz U.V. a una longitud de onda de 310 nm para fragmentar el DNA y facilitar su posterior
transferencia. El DNA se desnaturalizó por inmersión del gel durante 45 minutos en una solución de NaCí
1,5 M y NaOH 0,5 M, con agitación. El gel se lavó con agua destilada y se neutralizó en una solución de
NaCí 3 M, Tris-HCI 0,5 M (pH 7,5) en la que se mantuvo 45 minuto en agitación. El DNA se transfirió por
capilaridad y durante toda la noche a una membrana de nitrocelulosa (15 x 14,5 cm) previamente
hidratada con agua y equilibrada con 2 X SSO (se utilizaron membranas BAES, 0,45 gm (Schleicher &
Schuell) o de 0,2pm (Bio-Rad)). Terminada la transferencia, la membrana se lavó con 2XSSC y se
incubó 2 horas a 8000 para fijar el DNA al soporte de nitrocelulosa. El filtro se equilibré con 2XSSC y se
prehibridó (en un horno de hibridación Red Roller II (Pharmacia)) durante 3 horas a 4200 con 30 ml de
una solución que contenia 5X550, SXDenhart’s, formamida al 50% (y/y) y SDS al 0,1% en presencia de
50 g/ml de DNA de esperma de salmón sonicado. Tras la prehibridación, se añadió la sonda
desnaturalizada <15 minutos a 95~1 0000 seguidos de 3 minutos a 000) a la solución de prehibridación y
la membrana se incubé 20 horas más a 420C. El filtro se aclaró con 2XSSC, SOS 0,1% (p/v) y se lavó 2
veces con esta misma solución durante 15 minutos a 420C. Posteriormente se inició una serie de lavados
con 0,2X550, SDS 0,1% (p/v) de 15 minutos de duración. El primer lavado se hizo a 420C y los
siguientes a una temperatura cada vez mayor (incremento de 500 entre los sucesivos lavados),
comprobándose después de cada lavado la radiactividad de fonda de la membrana con un contador
Geiger. Una vez que no se detectó radiactividad de fondo, se interrumpieron los lavados, se envolvió el
filtro en plástico transparente y se expuso con una película Kodak (XO-MAT) en presencia de una
pantalla amplificadora (Dupont, High light plus) a ~80~C.
9.8 Aislamiento de RNA de A. nidulans.
El micelio (2 g) del correspondiente cultivo, recogido a través de un Miracloth estéril, se congeló
inmediatamente en nieve carbónica y se liofilizó durante un mínimo de 16 horas. Posteriormente se
trituró con una varilla de vidrio estéril hasta alcanzar una consistencia de polvo fino, se mezcló con 10 ml
de clorhidrato de guanidina 6 M, acetato sódico 20 mM pH 5,0, DTT 0,1 mM y se incubó 10 minutos en
hielo. La mezcla se vertió en tubos Córex de 15 ml libres de Rnasas y se centrifugó en frío <400) durante
10 minutos a 10.000 r.p.m. en un rotor S534 (Sorvalí). El sobrenadante se decantó cuidadosamente en
tubos Córex estériles de 30 ml libres de Rnasas y los ácidos nucleicos se precipitaron con 0,5 volúmenes
de etanol durante 45 minutos a ~200C. El precipitado se recogió por centrifugación (mismas
condiciones), se resuspendió en 2 ml de clorhidrato de guanidina 6 M, acetato sódico 20 mM pH 7,0,
OiT 1 mM y el RNA se precipitó con 0,5 volúmenes de etanol durante 1 hora a ~2O0C. De nuevo, se
recogió el precipitada por centrifugación (en iguales condiciones a las ya descritas), se resuspendió en 1
ml de EDTA 20 mM pH 8 y el RNA se volvió a precipitar con 3 volúmenes de acetato sádico 4 M pH 6
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durante 1 hora a ~200C.El precipitado se recogió por centrifugación a 12000 r.p.m. en una microfuga
refrigerada (400) durante 15 minutos y se resuspendió en 1 ml de H20 tratada con DEPC. El RNA se
volvió a precipitar con 2,5 volúmenes de etanol y acetato sódico 30 mM pH 5 durante 1 hora a —20
0C, se
recogió por centrifugación (400,10000 r.p.m., 15 minutas en una microfuga) y se lavó 3 veces con etanol
al 80% mediante resuspensión y posterior centrifugación (400, 10000 r.p.m., 15 minutos). Tras el último
lavado, el precipitado se secó (a vacio), se resuspendió en 1 ml de H
20 tratada con DEPC, y la solución
se centrifugó en una microfuga refrigerada (400, 10000 r.p.m., 20 minutos). El sobrenadante obtenido
tras esta última centrifugación (que contiene el RNA disuelto) se utilizó para los ensayos de northern.
9.9 Análisis del RNA por el método de northern.
El RNA total se separó mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa-
formaldehido, según el protocolo descrita por Thomas (1980). Las muestras (10 ¡±gde RNA total) se
prepararon en un volumen de 25 pl de 50% (y/y) de formamida, 5% (vN) de formaldehido y 1xMOPS y se
desnaturalizaron a 6500 durante 15 minutos. Posteriormente se enfriaron en hielo, se les añadió 3 pl de
tampón de carga y se cargaran en un gel (15x14,5 cm) de agarosa al 1,2% que contenía formaldehido al
18% (y/y) y 1xMOPS. La electroforesis se llevó a cabo a un voltaje de 6 voltios/cm hasta que el azul de
bromofenol alcanzó el final del gel. El gel se tiñó con bromuro de etidio. Una vez eliminado el exceso de
bromuro de etidio con sucesivos lavados con H20, se fotografié junto con una regla fluorescente
(utilizando un transiluminador con luz U.V.) y se transfirió el RNA a una membrana de nitrocelulosa
(BA85, 0,45 gm (Schleicher & Schuell)) que previamente fue hidratada con H20 y saturada con 2OxSSC
(10 minutos a temperatura ambiente). La transferencia se hizo por capilaridad y durante toda la noche.
Posteriormente el RNA se fijó incubando la membrana durante 2 horas a 8000. La membrana se empapó
con 2xSSC y se prehibridó 4 horas a 4200 en 30 ml de una solución de farmamida al 50% (y/y), 5xSSC,
SxDenhart’s, fosfato sódico 5 mM pH 6,5 y DNA de esperma de salmón sonicado (50 ~xg/ml).La
hibridación con la sonda radiactiva (24h a 4200 en un volumen de 30 mí) se realizó en formamida al 50%
(y/y>, con una solución de sulfato de dextrano al 30% (y/y) (133,3 gIl de sulfato de dextrana, 5xSSC,
fosfato sódico 50 mM pH 6,5 y 2,SxDenhart’s> y DNA de esperma de salmón sonicado (50 pg/ml). La
sonda radiactiva se añadió a la solución de hibridación una vez desnaturalizada (10 minutos a 9500) y
enfriada en hielo. Tanto la prehibridación como la hibridación se hicieron en un horno de hibridación Red
Roller II (Pharmacia).
Terminada la hibridación el filtro se lavé de igual forma a la descrita para el método de Southern
(ver sección 9.7 de materiales y métodos), se envolvió en plástico transparente y se expuso bien a una
película sensible a radiactividad en presencia de una pantalla amplificadora o a una pantalla del
Phosphorimager con objeto de proceder a la Cuantificación de la radiactividad presente en cada banda.
9.10 Marcaje radiactivo de fragmentos de DNA.
9.10.1 Marcaje de sondas para análisis por los métodos de Southern y northern.
Para el marcaje de estas sondas se utilizó el sistema de iniciación al azar (“Random priming”,
Feinberg y Vogelstein, 1984) comercializado por Boehringer, siguiendo el protocolo recomendada por el
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fabricante. Se utilizaron 25 ng de fragmento aislado por GeneOlean a partir de geles de agarosa (ver
sección 9.2 de materiales y métodos). En el marcaje de sondas para Narthern se utilizaron 50 ktCi de a-
[32P]-CTP(3000 Ci/mmol, 10 mCi/mí) y para las de Sauthern se emplearon 20-30 vCi. Un vez marcada,
la sonda se purificó pasándola por una columna de Sephadex-GSO equilibrada con TNE2 que se
centrifugó durante 2 minutos a 2000 g. Se empleó un fragmento EcaRI de 2,3 kb del plásmido pJB2
(Tilbum et al., 1995) para detectar el transcrito de pacC; un fragmento EcORV-H¡ndlll de 1,1 kb del
plásmido pCiAnH2 (Ramón et al., 1987) para detectar el transcrita de ipnA y un fragmento Ncol-Kpnl de
0,83 kb del gen actA (Fidel et a)?, 1988) para detectar el transcrita de actina. Para la detección del gen
argB por la técnica Southern se utilizó un fragmento Xbal de 3,3 kb del plásmido pAN923-41A, que
contiente el gen argB.
9.10.2 Marcaje terminal de fragmentos para experimentos de EMSA.
La única sonda empleada en los experimentos de EMSA en esta tesis ha sido la sonda ipnA2
(Espeso y Peñalva, 1996; Orejas eta)?, 1995) específica de PacO. Para el marcaje de esta sonda (que
tiene los das extremos 5’protuberantes) se utilizó la técnica de relleno de extremos 5’protuberantes con
el fragmento Klenow de la DNA pal. 1 de E. cali En todos los casos se marcaron 30 ng de fragmento con
32
20 ~Ci de a-[ P]-CTP <3000 Ci/mmol, 10 mCi/mí) y dATP, dTTP y dGTP a una concentración 0,5 mM.
La reacción se llevó a cabo durante 30 minutos a temperatura ambiente en un tampón que contenía Tris-
HCI 50 mM pH 7,5, MgCl
2 10 mM, DIT 1 mM y 25 ~xgde BSA, en un volumen final de 20 pi y en
presencia de 1 u. de DNA polimerasa Klenow. Posteriormente se añadieron 12,5 ~tmolesde dCTP no
radiactivo y se continué la reacción durante 10 minutos adicionales. La reacción se paro añadiendo 1 pi
de EDTA 0,5 M pH 8,0 y el volumen se llevó a 100 pi con TE pH 8,0. Finalmente la sonda se purificó
pasándola a través de una columna de 1 ml de Sephadex-G50 equilibrada con TE pH 8,0. Normalmente
se obtuvieron valores de actividad específica del orden de 1-5x10
6 c.p.m./pmol.
9.11 Secuenciación automática de DNA.
Para la secuenciación de los fragmentos de DNA donadas en los distintos plásmidas, se utilizó
la estrategia de “primer walking” descrita por Strauss et a/.(1986). Se utilizó la enzima FS Amplitaq DNA
polimerasa para llevar a cabo las reacciones de amplificación por P.C.R. y los terminadores marcados
TM,,fluorescentemente del kit “ABI PRISM (Perkin Elmer). Como cebadores se utilizaron los
oligonucleótidos universales “forward” y “reverse” del fago M13 o bien oligonucleótidos correspondientes
a secuencias flanqueantes de los fragmentas a secuenciar. Los productos de la reacción se resolvieron
utilizando un secuenciador automático ABI PRISM 377 (Perkin Elmer) y las secuencias se analizaron con
los programas Chromas (versión 1.43) y PcGene.
9.12 Cuantificación de radiactividad,
La radiactividad en geles secos de poliacrilamida o en membranas de nitrocelulosa se cuantificó
utilizando el aparato “Phosphorimager” y el programa informático de análisis y cuantificación de señales
“lmage-quant” (Molecular Dynamics).
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9.13 Preparación de extractos totales de proteínas de A. nidulans.
Tras el cultiva correspondiente, el micelio se recogió por filtración y se lavé con abundante agua
destilada estéril. De 2 a 4 g de micelio escurrido se resuspendieran en 40 ml de tampón de lisis (HEPES
25 mM pH 7,5, KOI 50 mM, MgCI2 5 mM, EDTA 0,1 mM, glicerol al 10% (y/y), D1T 0,5 mM, PMSF 1 mM,
pepstatina 1 vM, leupeptina 0,6 vM) y se lisaron (a 400> con perlas de vidrio (Braun, 0,45-0,5 mm) en un
desintegrador mecánico Braun MSK <se aplicaron 3 pulsos de 20 segundos y 3 de 15 segundos a la
máxima potencia>. Al lisado se le añadió sulfato amónico 3,8 M <pH 7,5 con KOH) hasta una
concentración final 0,4 M y se mantuvo 30 minutos a 0~’C en agitación para extraer las proteinas.
Posteriormente se sedimentaron los restos celulares y el DNA de alto peso molecular mediante
centrifugación a 100000 g durante 1 hora a 200 y se recogió el sobrenadante. Para precipitar las
proteínas de este último, se añadió sulfato amónico al 70% de saturación y la solución se mantuvo 45
minutos en agitación a 000. El precipitado se sedimenté por centrifugación a 100009 durante 20 minutas
a 200 y una vez descartado el sobrenadante se resuspendieron las proteínas en 2,5 ml de tampón Al 00
<HEPES 25 mM pH 7,9, MgCl2 5 mM, EDTA 0,1 mM, glicerol al 20% <y/y), KCI 100 mM, PMSF 1 mM,
pepstatina 1 gM, leupeptina 0,6 pM). Los restos de sulfato amónico se eliminaran pasando la solución de
proteína a través de una columna PD-10 <Pharmacia) equilibrada con tampón AbC. Finalmente se
valoré la concentración de proteína obtenida por el método de Bradford (1976) utilizando BSA como
patrón y reactivos de la casa Bio-Rad.
9,14 Fraccionamiento subcelular de A,nidulans.
Se utilizó un protocolo basado en el descrita por Van Heeswijck et al. (1991), que permite
obtener las fracciones nuclear y citoplásmica. Entre 7 y 10 g de micelio lavado (H20 destilada estéril) y
escurrido se resuspendieron en 40 mIde tampón A (Tris-HOI 50 mM pH 7,5, Sorbitol 1M, Ficolí (tipo 400)
7% (p/v), glicerol 20% (y/y), acetato magnésico 5 mM, EGTA 5 mM, CaCí 3 mM, DIT 3 mM, PMSF 1
mM, pepstatina 2 pM) y se usaran (a 400> con perlas de vidrio (Braun, 045-0,5 mm) en un desintegrador
mecánico Braun MSK (se aplicaron 3 pulsos de 20 segundos y 3 de 15 segundos a la máxima potencia).
El Usado se vertió en un vaso de precipitados de 500 mí, se mezclé a homogeneidad, mediante agitación
suave y enfrío, con 80 ml de tampón B (Tris-HCI 25 mM pH 7,5, glicerol 10% (y/y), acetato magnésico 5
mM, EGTA 5 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,25 mM> y se dejó reposar en hielo durante unos minutos (hasta
que las perlas de vidrio sedimentaron). Para eliminar los restos celulares del homogenizado, este se
deposité cuidadosamente en tubos Cérex de 30m1 sobre 0,6 volúmenes de una mezcla 1:1,7 de los
tampones A y B (se formaron dos fases> y se centrífugo a 4000 r.p.m. durante 7 minutos a 400 en un
rotor HB4. La fase inferior, en la que estaban sedimentados los restos celulares, se deseché,
recogiéndose únicamente la fase superior. Está se deposité cuidadosamente en tubos Córex de 30m1
que contenían 5 ml de tampón O (Tris-HCI 25 mM pH 7,5, sacarosa 1 M, gliceral 10% (y/y), acetato
magnésico 5 mM, EGTA 5 mM) formándose nuevamente 2 fases. Tras centrifugar a 7000 r.p.m. durante
15 minutos a 400 en un rotor HB4, los núcleos sedimentaron en el fondo del tubo, la fracción microsomal
se localizó en la interfase, y la fracción citoplásmica se localizó en la fase superior. Se recogió la fracción
citoplásmica cuidadosamente (utilizando una pipeta), se descartaron la fracción niicrosomal y el
sobrenadante de la fase inferior, y el sedimento nuclear (fracción nuclear) se resuspendió en 1 ml de
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tampón ASO <ver sección anterior). Posteriormente se obtuvieron extractos proteicos de las fracciones
nuclear y citoplásmica. Para ello, en ambos casos las proteínas se extrajeron con sulfato amónico 0,4 M
según el protocolo de extracción de proteínas ya descrito (ver sección anterior) y en el caso de la
fracción citaplásmica se continué este protocolo hasta el final. En el caso de la fracción nuclear, tras
eliminar el DNA de alta pesa molecular y los restos nucleares por centrifugación a 100000 g, la solución
de proteína (sabrenadante) se dializó en frío con varios cambios de tampón A100 (ver sección anterior) y
este extracto así obtenido fue el utilizado en los experimentos de EMSA y westem. Paralelamente al
fraccionamiento subcelular se obtuvo, en todos los casos, un extracto total a partir de una muestra de 4-5
§ de micelio procedente del mismo cultivo.
9.15 Inmunodeteccián de proteínas por la técnica de westem.
En todos los casos el análisis de proteínas por esta técnica se hizo a partir de 100 ~‘gdel
extracto proteico de interés. Las proteínas se precipitaron con TCA al 10% <vN) durante 10 minutos a
000 y el precipitado se recogió por centrifugación (5 minutos, 400, 13500 r.p.m. en una microfuga
refrigerada). Éste se lavé una vez con etanol:éter 1:1 <y/y), una segunda vez con etanolléter 1:3 (y/y> y,
tras eliminar el exceso de éter a vacío, se resuspendié en 50 pi de tampón de ruptura <Tris-HOI 625 mM
pH 6,8, SDS 2%, (p/v) mercaptaetanol 5% (y/y), urea 6 M y azul de bromofenol a una concentración sin
determinar). Las proteínas se desnaturalizaron 5 minutos a 10000, se enfriaron en hielo y se separaron
por electroforesis en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, según el protocolo
descrito por Laemmli <1970). En todos los casos se cargó en uno de los carriles 10pi de marcadores de
bajo peso molecular preteñidos (Bio-Rad). Se utilizó un gel separador precedente de poliacrilamida al
11% (acrilamida:bisacrilamida 40:1) en Tris-HOI 0,325 M pH 8,8, SDS 0,1% <plv), y persulfata amónico al
0,125% <p/v). Como gel concentrador se utilizó un gel del 3% de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida
40:1) en Tris-HCI 0,125 M pH 6,8, SDS 0,1% (p/v), TEMED 0,01% <y/y) y persulfato amónico al 0,5%
<p/v). La electroforesis se realizó en un tampón Tris-glicina 0,025 M pH 7,5 con SDS al 0,1% (plv) en
cubetas del sistema Miniprotean II (Bio-Rad) y en geles de 72x80x1,5 mm. Finalizada la electroforesis los
geles se empaparon durante 20 minutos (a temperatura ambiente) en tampón de electrotransferencia
(TEL> (Tris 25 mM, glicina 193 mM, metanol al 20% (vN)) y las proteínas se transfirieron durante 3 horas
y a 000 a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham) que previamente habla sido
hidratada con H20 y equilibrada con TEL (20 minutos). La transferencia se hizo por electroforesis (se
utilizó un voltaje constante de 100 voltios), a 000, en un transferidor de inmersión “Mini Trans-Blot
transfer calI” (Bio-Rad), en presencia de TEL.
Finalizada la transferencia, las membranas se aclararon con TBS <Tris-HOI 20 mM pH 7,6, NaCí
137 mM), se lavaron 10 minutos en este mismo tampón, y se incubaron 14 h con 50 ml de solución de
bloqueo (5% de leche desnatada en TBS). Después del bloqueo, las membranas se lavaran (dos
aclarados, un lavado de 15 minutos y dos lavados de 5 minutos) con 1TBS (tween 20 al 0,05% (vN)> en
TES) y se incubaron durante 4 horas con 15 ml de una dilución del primer antisuero en TAO (leche
desnatada al 1% en TTBS). Posteriormente, se repitió el lavado con TTBS y las membranas se
incubaron durante 1 hora con 15 ml de una dilución del segundo antisuero, (que en todos los casos
estaba unida a la peroxidasa del rábano (“Horseradish peroxidase”)) en TAO. Todas las incubaciones se
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hicieron a temperatura ambiente, en agitación, y en cajas de Plástico de SxSx2 cm. Después de la
incubación con el segundo anticuerpo, la membrana se lavé con TTBS <2 aclaradas, 1 lavada de 15
minutos y 4 lavados de 5 minutos) y la actividad de la peroxidasa se detecté utilizando el sistema de
quimioluminiscencia ECL (Amersham) (se siguieron las instrucciones del fabricante) y exponiendo
posteriormente la membrana (envuelta en un plástico transparente) con películas Kodak X-OMAT.
9.15.1 Antisueros utilizados.
Antisuero contra el dominio de unión al DNA de PacO: antisuero obtenido en ratas contra la
proteína PacC(5-265) fusionada por su extremo amino terminal a una cola de histidinas. La proteína se
expresó en E. co/i y se purificó mediante una columna de afinidad conteniendo níquel. Posteriormente se
desnaturalizó en un tampón que contenia SDS al 2% <p/v) y ¡3-mercaptoetanol al 5% <y/y) y se utilizó
para inmunizar al animal. Este antisuero se utilizó a una dilución 1/2000. Como antisuera secundario se
utilizó un antisuero policional de oveja (contra inmunoglobulinas de rata) ligado a peroxidasa
(Amersham). Este anticuerpo se utilizó en una dilución 1/2000. Antisuero anti GFP: se utilizó un antisuero
comercial policlonal de conejo (Clontech). Este antisuero se utilizó a una dilución 1/3000. Antisuero
contra la hexoquinasa de 5. cerev¡s¡ae: Antisuero policlonal de conejo inmunizado con hexoquinasa de
5. cerev¡s¡ae (Chemicom). Se utilizó a una dilución 1/20000. En estos das últimos casos, se utilizó un
antisuera policlonal de cabra <contra inmunoglobulinas de conejo) ligado a peroxidasa (Sigma) como
antisuero secundario, a una dilución 1/3000.
9.16 Ensayos de cambio de movilidad electrofarética <EMSA).
Se utilizó un protocolo basada en el descrito por Pérez-Estebén et al. <1993). En todos los casos
las reacciones de unión proteína-DNA se llevaron a cabo durante 30 minutos a 000 en un volumen final
de 20 pi. Se utilizaron 5 gg del extracto proteico de interés, 0,3 ng de la sonda ipnA2 específica de Paco
y 3 ~g del competidor inespecífico poli(dl-dO) (Pharmacia). La reacción de unión, que se inicié al añadir
el extracto proteico, se realizó en un tampón que contenía Hepes-KOH 25 mM pH 7,9, KCI 50 mM, MgCI2
5 mM, EDTA 0,1 mM pH 8,0, DTT 1 mM y glicerol al 20%. Finalizada la reacción, se analizó el cambio de
movilidad electroforética de la sanda en un gel de poliacrilamida al 5% <acrilamida:bisacrilamida 40:1) no
desnaturalizante en 0,SxTBE. La electroforesis se realizó a 400 en una cubeta vertical Sturdier SE400
(Hoeffer) en un gel de 14x16x1 ,5 cm. El gel se precorrió durante 30 minutos a 200 voltios y la
electroforesis se llevo a cabo a este mismo voltaje durante 2 horas y 30 minutos. Finalizada ésta, el gel
se secó (1 hora a 8~C) y se expuso a una película sensible a la radiactividad en presencia de una
pantalla intensificadora. Alternativamente, el gel se expuso a una pantalla del Phosphorimager con objeto
de cuantificar la radiactividad presente en las distintas bandas.
El EMSA en condiciones de alta resolución se hizo de igual forma a la descrita, pero con las
siguientes variaciones: se utilizó un gel de poliacrilamida del 8%, el tamaño del gel fue de 14x32x1 ,5 cm
y la duración de la electroforesis fue de 6 horas. En este tiempo el Verde de xilencianol migré hasta 3 cm
antes del final del gel.
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10 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y ANÁLISIS DE IMÁGENES.
Previamente a la observación microscópica las muestras de micelio se lavaron 3 veces can 4
volúmenes de H20 destilada para eliminar restos sólidos del MFA que pudieran interferir con la detección
de la fluorescencia. Cuando solamente se detecté la fluorescencia debida a la GFP, las muestras, una
vez lavadas, se observaron directamente. Las muestras en las que se localizaron los núcleos por tinción
con DAPI, se fijaron y se tiñeron con este colorante antes de su observación. En este última caso, las
muestras se fijaron 10 minutos a temperatura ambiente con un volumen de formaldehído al 3,5%
preparado en tampón fosfato sódico 50 mM pH 6,8 que contenía tritón X-100 al 0,2%. Posteriormente se
sedimenté el micelio por centrifugación durante 3 minutos a 13000 r.p.m. en una microfuga, se retiró el
fijador y la muestra se lavé dos veces con dos volúmenes de H20. Finalmente el micelio se resuspendió
en un volumen de H20. La tinción con DAPI se llevé a cabo mezclando la muestra con un volumen de
una mezcla de tinción que contenía 0,062 xg/ml de DAPI en glicerol al 50% (y/y).
Las muestras se observaron con un microscopio de luz transmitida y fluorescente Zeiss
(Axioplan universal) utilizándose un ocular de 10 aumentos y objetivos de 40 o 100 aumentos, este
último de inmersión. Para la detección de la fluorescencia emitida por la GFP se utilizaron filtros de
excitación y emisión a 495 y 530 nm, respectivamente, y para la detección de la fluorescencia del DAPI
filtras de excitación y emisión a 360 y 460 nm, respectivamente. Las fotografías se tomaron con una
cámara digital 0H250A (Photometrics) mediante el sistema informático de adquisición de imágenes
lPLab Spectrum y fueron procesadas con el sistema informáticoAdobe Photoshop versión 4.0.
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ALCALINO
RESULTADOS. PARTE 1
1. Activación proteolitica de PacC en respuesta a un pH ambiental alcalino.
1.1 Relación precursor-producto entre el producto primario de traducción y la forma
procesada de PacC.
El modelo de Orejas et al. <1995) establece que a un pH ambiental alcalino y como
consecuencia de la transducción de la señal de pH ambiental mediada por los productos
codificados por los genes pal, PacO se adiva mediante la eliminación proteolítica de
aproximadamente el 60% de los residuos a partir del extremo carboxila terminal de la proteína.
La forma procesada resultante, que contiene el dominio de unión al DNA, es una forma
funcional capaz de activar la transcripción de genes “alcalinos” y de prevenir la transcripción de
genes “ácidos”.
Con objeto de establecer si realmente existe una relación precursor producto entre el
producto primado de traducción y la forma procesada de PacC, así como de comparar la
estabilidad de ambas formas de la proteína, se realizaron experimentos de expresión transitoria
bajo el control del promotor de la alcohol deshidragenasa (alcAn) (Pu y Osmani 1995), tanto del
producto primario de traducción como de una versión de la proteína similar a la forma
procesada. Estas experimentos se basan en el hecho de que la actividad de este promotor
puede ser controlada mediante la composición del medio de cultivo (Lockington et aL, 1985,
Gwynne et aL, 1987, Waring et al., 1989), de forma que la presencia en el medio de glucosa a
una concentración igual o superior al 1% (p/v) reprime el promotor (represión mediada por el
represor de amplio dominio creA), mientras que la presencia de etanol u otros alcoholes
primarias o secundarios, como la treonina, lo inducen (inducción mediada por el regulador
específico de la ruta, alcR (ver sección 8.5 de materiales y métodos)).
Los plásmidos pfalcA~::pacC(5-678)] y p[alcA~::pacC(5-265)], que dirigen la expresión
del producto primario de traducción de pacC y de una versión similar a la forma procesada de
la proteína, respectivamente (Fig. 18), fueron introducidos en una estirpe ,lpacC de A. n¡dulans
mediante técnicas estándar de transformación, seleccionándose mediante la técnica de
Southern transformantes con copias únicas de los respectivos plásmidos integrados en el locus
argB (Fig. 19). Al igual que en este caso, y con el fin de evitar efectos posicionales, en todas
las transformaciones de esta tesis se han dirigido las diferentes plásmidos al locus atgB,
habiéndose seleccionado transformantes con una única copia (en algunos casos dos) de la
correspondiente construcción integrada en argB.
En los experimentos de expresión transitoria se ha utilizado medio de fermentación
(MFA) (Espeso y Peñalva 1992), un medio complejo previamente utilizado por Orejas et a)?
(1995) en el estudio de la activación de PacO en respuesta a un pH ambiental alcalino, que fue
tamponado a pH ácida (MEA ácido) con objeto de disminuir el procesamiento del producta
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Construción alc=4P::pacC(5~265)
B
,ilcÁ~
St..AACAGGGTCOACTCTAGA A TC
SaIl Xbal BamKl
M’ A’ C264 D~ GNSCCC ATO OCC GGT GAC
EcoRí
Figura 18. Descripción esquemática de los genes quiméricos alcA~::pacC(5-678) (A) y atcA~::pacC(5-
265) (B). En negrita se muestran los sitios de restricción usados para el clanaje de estos dos alelos pacO
en el plésmido~ pALO. En la parte inferior de los paneles se muestra la secuencia de nucleótidos de los
extremos W y 3 de estos alelos pacO, la secuencia de unión al promotor aIcA~ y la secuencia de
aminoácidos resultante en los extremos amino y carboxilo terminal de las proteínas quiméricas.
primario de traducción al expresar PacC(5-678). Fernández-Cañón y Peñalva (1995)
demostraron que en MFA suplementado con glucosa al 0.1% (plv) (una concentración
desrepresora para aIcA~) y treonina 100 mM (como inductor) se consiguen niveles elevados de
expresión del alcAn. Basándonos en estos resultados, se hizo un primer experimento con objeto
de establecer condiciones óptimas de inducción y represión. El transformante con el transgén
Construcción aIcA”::pacC<5-678)
A
Sael Notl Xbal S el SaIl Xbal BaniHl EamHl Sm4 Pstl EcoRl
akA~ pacC
M5 A’ P’” S6n
5t.AACAGGGTCOACTCTAOAI~II CCC ATO OCC CCT AOC iRlA E~EI~C .2’
Salt Xbat BamUl EamHl
Salt Xbal BamHl
pacC
5
TCG TOA...3’
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EcoR1
A
10 kb
EcoRl
Cromosoma III
1 kb
EcoRl—
12,4 - 13,7 kb 5,7 kb —*
EcoRl
~~1
alcA~
Cromosoma III
B
Estirpe ApacC Estirpe patA 1; ApacC
123 32 1
— 13,7kb
12,4kb12,4kb 13,lkb — lOkb
lOkb— ~ Y
5,7 kb — — 5,7kb
Figura 19. Caracterización de transformantes de las estirpes Apacc y pa/Al; Apacc con una única copia
del plásmido p[alcA~::pacC(5-265)] o p[alcA~::pacC(5-678)] integrada en el locas argB. (A) Esquema de
la integración de una única copia de un plásmido genérico p[alcA9::pacC] en el gen argB (cromosoma III)de A. n¡dulans. Se indican los tamaños de los fragmentos de restricción detectados en el experimento de
Southern (panel B de la figura) correspondientes a los sucesos de integración de p[alcA~::pacC(5-265)1 o
p[a/cA~::pacC(5-678)1 en argB. (B) Hibridación por el método de Southern del DNA (digerido con EcoRl)
de los transformantes de las estirpes indicadas con las construcciones p[alcA~::pacC(5-265)] (2) o
p[aIcA~::pacC(5-678)] (3) con una sola copia del plásmido integrada en argB. La sonda es especifica
para argB. Como control se emplearon los DNAs de las estirpes receptoras (1).
a/cA~::pacC(5-678) se cultivó durante ‘14 horas en MFA ácido suplementado con glucosa al 3%
(plv) (condiciones de represión). Partes iguales del micelio se transfirieron a das matraces de
MFA ácido suplementado con treonina 100 mM (condiciones de inducción). A una de las
4—
EcoRl
argB
. ‘.
Ecoit 1
pacC trpaer argR
— ~a
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A
Inducción de aIcA~
12345
“ —II
jr~< nn.,i
B
Represión de aieA”
1 23 45
—II
Figura 20. Establecimiento de condiciones óptimas de inducción y represión de alcAn en MFA ácido. La
estirpe recombinante alcA~::pacC(5-678); Apacc se cultivó 14h a 370C en MFA ácido con glucosa al3%(p/v) (condiciones represoras para elcA~) como principal fuente de carbono. Partes iguales del micelio
se transfirieron a matraces con MFA ácido suplementada con distintas fuentes de carbono y el micelio se
cultivo durante 6 horas más. Se obtuvieron extractos proteicas de muestras de micelio recogidas tras las
14 de cultivo en glucosa al 3%(p/v> y a las 3 o 6 horas de cultivo en las nuevas condiciones que fueron
analizados por EMSA utilizando la sonda ipnA2 específica de PacO. (A) Condiciones óptimas de
inducción. 1) sonda libre. 2) glucosa 3%(p/v), 14 horas. 3> Treonina lO0mM, gíu 0.05% (p/v), 3 horas
adicionales. 4) Treonina lOOmM, glu 0.05% (p/v), 6 horas adicionales. 5) Treonina lOOmM, glicerol 1%
(y/y), 6 horas adicionales. (B) Condiciones óptimas de represión (en presencia de treonina lOOmM como
inductor). 1) sonda libre. 2) glucosa 3%(p/v), 14 horas. 3) Glucosa 3%(p/v), 6 horas adicionales. 4)
Glucosa 3%(p/v), treonina lOOmM, 6 horas adicionales. 5) Glu 0.05% (plv), treonina 100 mM 6 horas
adicionales.
matraces se le añadió glucosa al 0.05% (plv), y al otro glicerol al 1% (y/y) (ambas condiciones
son desrepresoras para aIcA~) cultivándose el micelio durante 6 horas más. El análisis por
EMSA de Paco en extractos proteicos de estos micelios (Fig. 20A) mostró cómo en
condiciones de represión no se detectó ningún complejo de retardamiento (carril 2), mientras
que a las 6 horas de transferir el micelio a condiciones de inducción, tanto en presencia de
glicerol al 1% (y/y) (carril 5) como en presencia de glucosa al 0.05% (p/v) (carril 4), se
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detectaron dos complejos de retardamiento correspondientes al producto primario de
traducción (complejo II) y a la forma procesada de PacC (complejo 1), respectivamente, siendo
los niveles de estos dos complejos claramente mayores en presencia de glucosa al 0.05% (p/v)
a las 6 horas de inducción (a las tres horas de cultiva en estas últimas condiciones no se
detectaron niveles apreciables de Pace (carril 3)). A la vista de estos resultados se decidió
utilizar glucosa al 3% (plv) como condiciones de represión (R) y glucosa al 0.05% (p/v) y
treonina 100 mM durante 6 horas, como condiciones de inducción (1) en los experimentos de
expresión transitoria dirigida por aIcA~. Estas condiciones de inducción/represión se han
mantenido en todos los experimentos de esta tesis en los que se ha utilizado aIcA~. Con objeto
de comprobar si en MFA ácido la glucosa a una concentración del 3% (p/v) era capaz de cerrar
completamente el promotor, incluso en presencia de treonina 100 mM, se llevó a cabo un
experimento igual al anterior, pero esta vez transfiriendo partes iguales del micelio crecido en
condiciones de represión a tres matraces distintos con MFA ácido suplementados bien con
glucosa al 3% (plv) (condiciones de represión), glucosa al 3% (p/v) y treonina 100 mM
(condiciones de represión-inducción), y glucosa al 0,05% (p/v) y treonina 100 mM (condiciones
de inducción), respectivamente. La figura 208 muestra cómo solamente se detectaron niveles
apreciables de Paco (mediante EMSA (complejos 1 y II)) en extractos proteicos
correspondientes al cultivo en condiciones de inducción (carril 5), no detectándose Paco en
ninguno de los otras das extractos (carriles 3 y 4), lo que indica que incluso en presencia de
treonina 100 mM la glucosa al 3% (p/v) cierra completamente el promotor aIcA~. Basándonos
en estos resultados se decidió utilizar glucosa a esta concentración (3% (plv)) para reprimir la
expresión génica en las experimentos de expresión transitoria.
En estos experimentos, los dos transformantes de la estirpe zlpacC seleccionados (con
los transgenes aIA~::pacC(5-678) y aIcA~::pacC(5-265>, respectivamente) se cultivaron 14 horas
en condiciones de represión y luego durante 6 horas más en condiciones de inducción.
Transcurrido este tiempo, se restablecieron nuevamente las condiciones de represión
(mediante adición al medio de glucosa al 3% (p/v» y el micelio se cultivó en estas condiciones
durante 6 horas más. Se tomaron muestras del micelio después del cultivo en condiciones de
represión, después del cultivo en condiciones de inducción y a distintos tiempos después de
haberse restablecido las condiciones de represión. La figura 21 (panel superior> muestra el
análisis por EMSA de Pace en extractos proteicos de las muestras de micelio recogidas. Tras
el cultivo en condiciones de represión, en ninguno de los das transformantes se detectaron
niveles apreciables de Paco (Fig. 2lAy B carriles 2>. Tras las 6 horas de cultivo en condiciones
de inducción, la expresión de PacC(5-678) dio lugar a la formación de dos complejos de
retardamiento <complejos 1 y II) correspondientes a la forma procesada de Paco y al producto
primario de traducción, respectivamente, siendo el complejo II mayoritario (Fig. 21A carril 3>.
Tras ser restablecidas las condiciones de represión se observó cómo los niveles del complejo II
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Figura 21. Experimentos de expresión transitoria con las proteínas PacC(5-678) y PacC(5-265).
Transformantes con copias únicas de p[alcA~::pacC(5-678] y p[alcA~::pacC(5-265)] integradas en el locin
argB en los fondos genéticas pa/SC y pa/Al <Fig. 19) se cultivaron durante 14 horas a 3700 en MFA
ácido, en condiciones represoras para aIcA~ y el micelio resultante se transfirió a MFA ácido fresca
cultivándose durante 6 horas más en condiciones de inducción. Transcurrido este tiempo se
restablecieron las condiciones de represión (mediante adición al medio de glucosa al 3% (p/v)) y el
micelio se cultivó 6 horas más. Se tomaron muestras de micelio después del cultivo en condiciones de
represión <R.), inducción (1.), y a distintos tiempos después de haber sido restablecidas las condiciones
de represión <IR.). Se prepararon extractos proteicos de las muestras recogidas que fueron analizadas
por EMSA. Como control, en los paneles B y D se muestran los complejos que se formaron con un
extracto de una estirpe silvestre (pacC> cultivada 24 horas a 3700 en MFA ácido suplementado con
sacarosa al 3% como única fuente de carbono y en los paneles A, B y O se muestra un carril <carril 1) en
el que solamente se cargó sonda libre (S.L.) Las flechas blanca y negra indican los complejos proteína-
DNA formados por la forma procesada y el producto primario de traducción PacC, respectivamente.
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disminuyeron progresivamente, habiéndose reducido en más deI 50% a las 3 horas (según la
cuantificación de la radiactividad presente en cada complejo mediante Phosphorimager,
resultados no mostrados). Simultáneamente, los niveles del complejo 1 aumentaron,
aparentemente a expensas del complejo II, y solamente empezaron a disminuir a las 5 horas
de haber sido restablecidas las condiciones de represión. Estos resultados indican que (en
presencia de una ruta pal funcional) el producto primario de traducción de pacC es inestable
debido a su procesamiento proteolítico para dar lugar a la forma procesada, más estable. La
figura 21 B muestra cómo la proteína PacC(5-265) es una proteína notablemente más estable
que el producto primado de traducción, de forma que los niveles del complejo formado por esta
proteína (de movilidad electroforética ligeramente menor que la del complejo 1) tras la inducción
de su síntesis (carril 3) no empezaron a disminuir hasta 4 horas después de haber sido
restablecidas las condiciones de represión (en este tiempo más del 80% del producto primario
de traducción se había procesado) y solamente disminuyeron en un 50% a las 6 horas.
Con objeto de establecer si la ruta de los genes pal de transducción de la señal de pH
ambiental alcalina es necesaria para el procesamiento de PacC, se hicieron los mismos
experimentos de expresión transitoria en una estirpe de A. nidulans carente de esta ruta
funcional. Para ello se obtuvo, mediante cruzamiento de das estirpes apropiadas (ver sección
8.6 de materiales y métodos), una estirpe patA 1 argB2; ApaGO obteniéndose, posteriormente,
de igual forma a la descrita anteriormente, transformantes de esta estirpe con copias únicas de
los plásmidos p[alcA~::pacC(5-678)] a p[aIcA~::pacC(5-265)] integradas en el locus argB (Fig.
19C). La figura 21C muestra como en este fondo genético se previno el procesamiento del
producto primario de traducción de pacC, mientras que, como control, la estabilidad de la
proteina PacC(5-265) no varió <Fig. 21 D). Las resultados de estos experimentos de expresión
transitoria establecen, por tanto, que la forma procesada de PacO proviene del procesamiento
proteolítico del producto primario de traducción y que la ruta de transducción de la señal de pH
ambiental alcalino es necesaria para que este procesamiento tenga lugar.
El análisis fenotípico de los distintos transformantes en medio sólido (Fig. 22) muestra
cómo en un medio de cultivo ácido, tanto en condiciones de inducción como de represión para
alcAn, los transformantes crecen normalmente y, a diferencia de la estirpe ApacC, conidian
normalmente, lo que indica que los niveles de PacO necesarios para la conidiación normal
deben ser muy bajos, ya que en estas condiciones de cultivo PacC es indetectable por EMSA
(Fig. 20). En condiciones de inducción, a pH alcalino, los transformantes con el transgén
alcA~::pacC(5-265) en los fondas genéticos palA y palAl son indistinguibles. En ambos casos
la expresión de PacC(5-265) suprime la sensibilidad a pH alcalino resultante de la mutación
¡IpacC, la que indica que el alelo pacC(5-265) es epistático (en condiciones de inducción) sobre
la mutación patA1. Por el contraria, aunque la expresión de PacO(5-678) en un fondo genético
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disminuyeron progresivamente, habiéndose reducido en más deI 50% a las 3 horas (según la
cuantificación de la radiactividad presente en cada complejo mediante Phosphorimager,
resultados no mostrados). Simultáneamente, los niveles del complejo 1 aumentaron,
aparentemente a expensas del complejo II, y solamente empezaron a disminuir a las 5 horas
de haber sido restablecidas las condiciones de represión. Estos resultados indican que (en
presencia de una ruta pal funcional) el producto primario de traducción de pacC es inestable
debido a su procesamiento proteolítico para dar lugar a la forma procesada, más estable. La
figura 21 B muestra cómo la proteína PacO(5-265) es una proteína notablemente más estable
que el producto primario de traducción, de forma que los niveles del complejo formado por esta
proteína (de movilidad electroforética ligeramente menor que la del complejo 1) tras la inducción
de su síntesis (carril 3) no empezaron a disminuir hasta 4 horas después de haber sido
restablecidas las condiciones de represión (en este tiempo más del 80% del producto primario
de traducción se había procesado) y solamente disminuyeron en un 50% a las 6 horas.
Con objeto de establecer si la ruta de los genes pal de transducción de la señal de pH
ambiental alcalina es necesaria para el procesamiento de PacC, se hicieron los mismos
experimentos de expresión transitoria en una estirpe de A. nidulans carente de esta ruta
funcional. Para ello se obtuvo, mediante cruzamiento de das estirpes apropiadas (ver sección
8.6 de materiales y métodos), una estirpe patA 1 argB2; ApacO obteniéndose, posteriormente,
de igual forma a la descrita anteriormente, transformantes de esta estirpe con copias únicas de
los plásmidos p[alcA~::pacC(5-678)] a p[aIcA~::pacC(5-265)] integradas en el locus argB (Fig.
19C). La figura 210 muestra como en este fondo genético se previno el procesamiento del
producto primario de traducción de pacC, mientras que, como control, la estabilidad de la
proteina PacC(5-265) no varió <Fig. 21 D). Las resultados de estos experimentos de expresión
transitoria establecen, por tanto, que la forma procesada de PacO proviene del procesamiento
proteolítico del producto primario de traducción y que la ruta de transducción de la señal de pH
ambiental alcalino es necesaria para que este procesamiento tenga lugar.
El análisis fenotípico de los distintos transformantes en medio sólido (Fig. 22) muestra
cómo en un medio de cultivo ácido, tanto en condiciones de inducción como de represión para
alcAn, los transformantes crecen normalmente y, a diferencia de la estirpe ApacC, conidian
normalmente, lo que indica que los niveles de Pace necesarios para la conidiación normal
deben ser muy bajos, ya que en estas condiciones de cultivo PacO es indetectable por EMSA
(Fig. 20). En condiciones de inducción, a pH alcalino, los transformantes con el transgén
atcA~::pacC(5-265) en los fondas genéticos palA y palAl son indistinguibles. En ambos casos
la expresión de PacC(5-265) suprime la sensibilidad a pH alcalino resultante de la mutación
¡IpacC, la que indica que el alelo pacC(5-265) es epistático (en condiciones de inducción) sobre
la mutación patA1. Por el contraria, aunque la expresión de PacO(5-678) en un fondo genético
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Figura 23. El procesamiento de PacC no afecta al extremo amino terminal de la proteína. <A) Análisis por
EMSA de Paco en extractos de una estirpe silvestre <pecO), una estirpe pacO0S y una estirpe pacCSO4(pacCtS). Las flechas de bloqu bl nca y negra indican los complejos form dos por la forma procesada
de PacO (1) y el producto primario de traducción <II), respectivamente. (B) EMSA en condiciones de alta
resolución para la zona del complejo formado par la forma procesada de PacO. Nótese la formación de
dos complejos predominantes con los extractos de las tres estirpes, cuya diferencia de movilidad se
corresponde <considerando la diferencia de movilidad entre los complejos formados par la forma
procesada de PacO en una estirpe pecc o una estirpe pac&5 y una estirpe pacOSO4(pacO’5) con una
diferencia de — cuatro residuos en las proteínas que los forman. La mutación pacOSO4(paccfr5) no sólo
resulta en la disminución de la movilidad del compleja proteína-DNA formado por la forma procesada de
PacO sino también en la de los complejos de menor movilidad formados por los productas de
degradación o procesamiento. Las estirpes se cultivaron 24 horas a 370 en MFA tampanado a pH ácida
<H) a alcalino (0W) y con sacarosa al 3%(p/v) como principal fuente de carbono. (0) Cambios en la
secuencia de pacO y en la correspondiente proteína resultantes de las mutaciones pacOCS y
pacO5O4(pac&5). ?s La presencia de la mutación pacO”5 impide determinar el fenotipo de pacO5O4.
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1.3 Determinación del limite de procesamiento de PacC.
Según Orejas et at. (1995), el extremo carboxilo terminal de la forma procesada de
PacC debe estar alrededor del aminoácido 270. Con objeto de determinar este limite con más
precisión, se han analizado los tamaños de versiones de PacC codificadas por una serie de
alelas con mutaciones que resultan en truncamientos de la proteína en zonas próximas al
supuesto límite de procesamiento, en comparación con el tamaño de la forma procesada de
PacC. El análisis se ha hecho tanto por westem como por EMSA (este último en condiciones
de alta resolución (ver sección 9.16 de materiales y métodos)). En el análisis por western (Fig.
240) pudo apreciarse cómo la forma procesada de PacO, que apareció como una doble banda
(resultado que está de acuerdo con el análisis mediante EMSA de la figura 23B) presentaba
una movilidad ligeramente mayor que las proteínas codificadas por alelos pacC’50 y pacct
20601 y una movilidad ligeramente menor que la proteína codificada por el alelo pacCt5lS, lo
que indica que el limite de procesamiento se encuentra entre los aminoácidos 250 y 260 (las M,
de las proteínas codificadas por los distintos alelos se muestran en la figura 24A). La proteína
codificada por el alelo pacO~20000 mostró una movilidad inesperadamente reducida, mientras
que la proteína codificada por el alelo pacCt5l5 dio lugar a una banda adicional no detectada
en el extracto de la estirpe pacO~t508. Estas alteraciones de movilidad podrían reflejar una
composición de aminoácidos particular de las regiones carboxilo terminal de las proteínas
codificadas por los alelas pacC<~20000 y pacC~t515 que afectara a la unión de SOS a la
cadena polipeptídica, modificando así la relación carga/masa y alterando, consecuentemente,
la movilidad electroforética. Hames (1990) describe cómo las proteínas ácidas, básicas o las
que son ricas en residuos de prolina muestran una movilidad electroforética anormal en SOS-
PASE, e incluso se han descrito cambios de movilidad de una proteína en SOS-PAGE debidos
a la sustitución de un solo aminoácido (Seeburg et al., 1984). Tanto la mutación pacC”20000
como la mutación pacC~’515 son mutaciones de cambio de fase de lectura que dan lugar a
versiones truncadas de PacO con una cadena de residuos correspondiente a otra fase de
lectura en el extremo carboxilo terminal. La proteína codificada por pacCM20000 carece de las
dos agrupaciones de residuos básicos comprendidas entre los aminoácidos 252 y 269 e
incorpora un nuevo residuo de ácido glutámico en su extremo carboxilo terminal. En los últimos
65 residuos de esta proteína abundan los residuos de prolina y no hay residuos básicos. La
proteína codificada por pacCtSi5 presenta 22 residuos de otro marco de léctura en su
extremo carboxilo terminal entre los que se incluyen 6 residuos hidrofóbicos, 6 residuos básicos
y 3 residuos de prolina. Probablemente alguna de estas modificaciones pueda alterar la unión
de SOS a estas dos proteínas y, consecuentemente, provocar las anomalías en su movilidad
en SOS-PASE descritas anteriormente. El análisis por EMSA (Fig. 240) proporcionó una
resolución mucho mayor que la obtenida por la técnica de westem. Adicionalmente, la proteína
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Figura 24. Determinación del límite carboxilo terminal de la forma procesada de PacO. (A) Mr
(comenzando en la metianina 5) de las proteínas codificadas por los alelas indicados o de hipotéticas
proteínas terminando en los residuos que se indican. <B) Secuencia de aminoácidos que incluye el límite
de procesamiento de PacC en la que se indican las cambios resultantes de tres mutaciones clave. El
asterisco indica un codón de parada. (0) Análisis por EMSA en condiciones de alta resolución mostrando
la movilidad de los complejos formados por la forma procesada de Pace y por distintas proteínas
truncadas en las proximidades del extremo carboxilo terminal de esta forma procesada. <O) Análisis par
westem mostrando la movilidad de distintas versiones de PacO truncadas en las proximidades del
extremo carboxila terminal de la forma procesada en comparación con la movilidad de esta última. Todas
las estirpes fueron cultivadas 24 horas a 370C en MFA tamponado a pH ácida y suplementado con
sacarosa al 3% <p/v) como principal fuente de carbono.
codificada por pacCt5l5 se resolvió en un único complejo y la movilidad de todos los
complejos, incluido el formado por la proteína codificada por pacC~20000, fue consistente con
la Mr de la correspondiente proteína. Muy probablemente, los resultados obtenidos mediante
EMSA se corresponden mejor con los pesos moleculares de las proteínas analizadas por el
hecho de que la carga neta del complejo DNA-proteína está determinada principalmente por los
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grupos fosfato del DNA, lo que permite que las variaciones en el peso molecular de las
proteinas se reflejen con extremada fidelidad en cambios de movilidad electroforética del
correspondiente complejo DNA-proteína. En la figura 24 C puede apreciarse cómo en el
extracto proteico de una estirpe pacC5O se detectó un compleja mayoritario de movilidad
electroforética ligeramente menor que la del complejo formado por la forma procesada de PacO
y un complejo minoritario de igual movilidad electroforética, resultante de un procesamiento
poco eficaz de la proteina codificada por este alelo. Este resultado indica que el extremo
carboxilo terminal de la forma procesada de Paco debe localizarse en posición más amino
terminal que el residuo 266. El mismo resultado se obtuvo al analizar extractos de una estirpe
pacct2O6Ol lo que indica que el sitio de procesamiento debe estar en posición amino terminal
al residuo 260. El complejo detectado con el extracto de una estirpe pacC~t515 presentó una
movilidad ligeramente mayor que la del complejo correspondiente a la forma procesada de
PacO (que apareció coma un complejo doble probablemente debido a una heterogeneidad en
su extremo carboxilo terminal (vide supra)) y el único complejo que se detectó con el extracto
de una estirpe paccM20000 presentó una movilidad ligeramente menor que la del complejo
formado por la forma procesada de PacO. La representación semilogarítmica de las M,
estimadas para las distintas versiones de PacO analizadas en función de las movilidades
electroforéticas de los respectivos complejos DNA-proteína permitió estimar, mediante
interpelación, que el extremo carboxilo terminal de la forma procesada de Pace responsable de
la formación del complejo de mayor movilidad electroforética detectado en extractos de la
estirpe pacCt debe encontrarse en el agrupamiento de aminoácidos Lys252-Lys253-Arg254 o
en su inmediata vecindad.
lA Mutaciones en pacCque afectan al procesamiento.
1.4.1 Mutaciones “mussense” que mimetizan alcalinidad favorecen la accesibilidad de
PacC a la proteasa procesativa.
El análisis por secuenciación de 3 mutaciones en pacC (pacC03S, -63 y —69) que
mimetizan los efectos de un medio de cultivo alcalino, por el grupo del profesor Arst
(comunicación personal) mostró que estas mutaciones son mutaciones “missense” <Fig. 250)
que dan lugar a los cambios L266F, L259R y L3405, respectivamente. La mutación pacCt39 es
una mutación termosensible y, a juzgar por la supresión parcial que produce de una mutación
patB7, no es tan extrema como otras mutaciones pacCc (el resto de las mutaciones paGO0
suprime completamente esta mutación (Caddick et al., 1986a, Arst et aL, 1994)). El análisis
mediante EMSA de Paco en extractos proteicas crudos (Fig. 25A) mostró cómo, de acuerdo
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Alelo Fenotipo Mutación Cambia en la proteína
pacO39 C <ts) 01754T L266F
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Figura 25, Mutaciones de PacC que afectan al procesamiento proteolítico de la proteína. Los análisis de
PacC por EMSA fueron realizados con los extractas correspondientes a las indicadas. (A) Fenotipo de
PacC resultante de mutaciones que dan lugar a sustituciones de un único aminoácido y mimetizan los
efectos de un pH ambiental alcalino. (6) Fenotipo de PacC en mutaciones que mimetizan los efectos de
un medio de cultivo ácida. <C) Cambios en la secuencia de pacO y en la correspondiente proteína
resultantes de las mutaciones pac0
039, pac0063, pa 0069, ~ pecO’207. Todas
las estirpes fueron cultivadas 24 horas a 370C en MFA tamponado a pH ácido <H>, neutra <N) o alcalino
<0W) suplementado con sacarosa al 3% (plv) como principal fuente de carbono. Las flechas de bloque
blanca y negra indican los complejos formados por la forma procesada de PacC <1) y el producto primario
de traducción (II), respectivamente.
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con el fenotipo mencionado anteriormente, el procesamiento de PacO en una estirpe con una
mutación pacC039 es sólo parcialmente independiente del pH, de forma que si bien en
condiciones de cultivo ácidas los niveles de procesamiento de PacC en esta estirpe son
mayores a los de una estirpe pacCt el procesamiento es claramente superior a pH alcalino. En
estirpes con la mutación pacc’63 o paccY’69, por el contrario, PacO se procesa
constitutivamente (i.e. independientemente de pH), de forma semejante a como se procesa en
estimes con mutaciones pacO’ que codifican versiones de la proteína truncadas en la región
carboxilo terminal. La sustitución resultante de la mutación pacCG9 (L340S) tiene lugar en una
zona de la proteína considerablemente distante del sitio de procesamiento y del sitio donde se
producen las sustituciones L266F y L259R resultantes de las mutaciones pacC39 y pacC”63,
respectivamente. Por ello estas mutaciones, más que favorecer el reconocimiento del sitio de
corte, parecen favorecer la accesibilidad de Paco a la proteasa procesativa.
1.4.2 Mutaciones que resultan en proteinas insensibles a la señal de pH ambiental.
pacc«20205 y pacC~’207 son dos mutaciones de pérdida de función que, al igual que
las mutaciones de pérdida de función en los genes pa/A, -E, -O, -F y —H (Arst et al., 1994;
Caddick et al, 1986a; Denison et al., 1995; Negrete-Urtasun et aL, 1997) de la ruta de
transducción de la señal de pH ambiental, mimetizan las efectos del crecimiento en un medio
de cultivo ácido. La mutación pacC’20205 resulta básicamente en una versión de Paco con la
región comprendida entre los aminoácidos 465 y 540 delecionada, mientras que la mutación
pac0k207 es una mutación “missense” que da lugar al cambio Y455N (Fig. 25 0). Estirpes de
A. nidulans con estas mutaciones, a diferencia de estirpes con otras mutaciones paoCt coma
pacC’206 o pacCt23O, que resultan en niveles muy bajos de PacO debido a la inestabilidad
de sus productos génicos, crecen y esporulan normalmente tanto en condiciones de cultivo
ácidas como neutras. El análisis por EMSA de extractos proteicos (Fig. 25 6) mostró cómo en
una estirpe pacCk2o2OS los niveles de PacO eran muy bajos con respecto a una estirpe pacC~
y, al igual que en una estirpe paIAl,la proteína prácticamente no se procesó en condiciones de
cultivo neutras (condiciones en las que prácticamente toda la proteína se ha procesado en una
estirpe pacC} Este mismo patrón se observó también en una estirpe pacC~’207, con la
diferencia de que en este caso se detectaron en condiciones de cultiva ácidas niveles de PacO
semejantes a los detectados tanto en una estirpe pacC~ como en una estirpe pa/Al. Estos
datos indican que tanto el residuo Y455 (sustituido por N en la proteína codificada por pacC’
207) como uno o más residuos de la región comprendida entre los aminoácidos 465 y 540
(deleción resultante de la mutación pacO~~20205) deben estar implicados en la recepción de la
señal de pH ambiental o en las consecuencias a nivel conformacional resultantes de la
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recepción de esta señal. Así, tanto la sustitución Y455N como la eliminación de alguno de los
otros residuos mencionados, junto con la presencia de la región carboxilo terminal intacta (los
138 residuos carbaxilo terminales en la proteína codificada por pacc+¼20205)hacen que PacO
no pueda ser accesible a la proteasa procesativa. Estos resultados favorecen la hipótesis de
que el paso regulado por el pH ambiental no es la actividad de la proteasa procesativa, sino el
cambio conformacional de PacC entre una conformación no accesible y una conformación
accesible a esta proteasa.
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2. Localización nuclear de PacC en respuesta a un pH ambiental alcalino.
2.1 localización subcelular de PacO.
Según el modelo de Orejas et al. (1995) la forma activa de PacO, capaz de activar la
transcripción de los genes “alcalinos” y de prevenir la transcripción de los genes “ácidos”, es la
forma procesada de la proteína. Esta forma se obtiene en respuesta a un pH amb¡ental alcalino
mediante la eliminación proteolítica de unos 420 residuos a partir del extremo carboxilo terminal
del producto primario de traducción, como consecuencia de la transducción de la señal de pH
ambiental alcalino mediada por los productos codificados por los genes pal (ver parte 1 de
resultados).
La actividad de muchos factores de transcripción está modulada negativamente por
dominios en “ci? que, en ausencia de las señales ambientales que los activan, pueden
prevenir su unión al DNA, su actividad “trans-activadora” o (en el caso de células eucariotas) su
localización nuclear (revisado por Calkhoven y Geert, 1996). En este último caso, estos
dominios pueden enmascarar la señal de localización nuclear (como en el caso de NF-KB,
Henkel et al., 1992), interaccionar con otras proteínas que enmascaran esta señal (este es el
caso del receptor de glucocorticoides en humanos (Picard et aL, 1988) o el factor Xnf7 de
xenopus (Li etal., 1994)) o ser responsables del anclaje del factor de transcripción a alguna de
las membranas celulares (este es el caso de SREBP (revisado por Brown y Goldstein, 1997))
(ver una descripción más detallada de estos ejemplos en la sección 4.1 de introducción). Con
objeto de estudiar si el pH ambiental regula no sólo el procesamiento de PacC sino también,
como consecuencia de este procesamiento, su localización subcelular, se ha estudiado la
distribución nucleo-citoplásmica de Paco tanto en una estirpe pacCt como en estirpes con
mutaciones pacO” (que mimetizan los efectos de un pH ambiental alcalino) que resultan en
versiones truncadas de la proteína (Tilburn etal., 1995; Fig. 26, ver varios ejemplos más en la
Fig. 7) y en estirpes con mutaciones de pérdida de función en genes pal (que mimetizan los
efectos de un medio de cultivo ácido), en las que la ruta de transducción de la señal de pH
ambiental alcalino está bloqueada. Para ello, las diferentes estirpes se cultivaron durante 24
horas en MEA ácido y se obtuvieron las fracciones nuclear y citoplásmica mediante un
protocolo de fraccionamiento subcelular (Van Heeswijck et aL <1991); ver sección 9.14 de
materiales y métodos). La presencia y ausencia de núcleos en las fracciones nuclear y
citoplásmica, respectivamente, así como la integridad de los núcleos, se verificó en todos los
casos por microscopia de fluorescencia de muestras de ambas fracciónes teñidas con DAPI
(resultados no mostrados). La presencia de las distintas formas de PacO se analizó en
extractos proteicos obtenidos de la fracción citoplásmica, de la fracción nuclear y de una
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Figura 26. <A> Esquema de la proteína Paco que muestra algunas regiones de interés y los productos
génicos de dos alelos constitutivos. Tanto la proteína silvestre como las versiones de PacO codificadas
por los alelos indicados se representan mediante barras negras. Al final de estas barras se indica el
residuo carboxilo terminal de las proteínas representadas. También se muestra la región de PacO
presente en la proteína de fusión utilizada para obtener el antisuero contra el extremo amino terminal de
Paco (a - PacO). <B) Cambios en la secuencia de pacO y en la correspondiente proteína resultantes de
las mutaciones pac&14 y pacC’50.
muestra sin fraccionar (extracto total). Como control de la contaminación citoplásmica de la
fracción nuclear se analizó, en todos los casos, la presencia de hexoquinasa (proteína de
localización exclusivamente citoplásmica) por la técnica de westem.
El análisis por la técnica de western de Pace (Fig. 270) mostró cómo en un extracto
total de una estirpe pacct y según lo esperado el producto primario de traducción es
predominante en condiciones de cultivo ácidas, siendo apenas detectable la forma procesada
de PacO. El mismo resultado se obtuvo al analizar la fracción citoplásmica, mientras que en la
fracción nuclear, si bien seguían detectándose niveles apreciables del producto primario de
traducción, se observó claramente un enriquecimiento en la forma procesada, sugiriendo la
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Figura 27. Distribución entre los compartimentos nuclear y citoplásmico de PacC en una estirpe silvestre
y en estirpes con las mutaciones pacCtl4 y patA 1. (A) Análisis por EMSA de PacO en un extracto total(El) y en extractos de la fracción nuclear (FN) y citoplásmica (FC) de las estirpes indicadas. Las flechas
de bloque blanca y negra indican los complejos proteína-DNA formados por la forma procesada de PacO(1) y el producto primario de traducción (II), respectivamente. (B) sobreexposición de la parte superior del
EMSA correspondiente a la estirpe pac&14 mostrando el complejo (III) formado por el producto primario
de traducción (flecha punteada). (0) Parte superior: análisis por westem con un antisuero contra el
extremo amino terminal de pacO (a — PacO) de los mismos extractos analizados por EMSA. Las flechas
blanca y negra indican la forma procesada de Paco (F.P.> y el producto primario de traducción de pacO(F.L.), respectivamente. Parte inferior: análisis por westem de estos mismos extractos con un antisuero
contra la proteína hexoquinasa de 8. cerev¡siae. Todas las estirpes se cultivaron 24 horas a 3700 en
MEA tamponado a pH ácido y suplementado con sacarosa al 3% (p/v) como principal fuente de carbono.
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localización nuclear preferente de ésta. En una estirpe con una mutación pacC”14 (mutación de
ganancia de función (Fig. 26) que resulta en una versión truncada de PacC que se procesa
constitutivamente (i. e. independientemente del pH; Orejas et al., 1995)) la única forma de
PacO que se detectó por westem es la forma procesada de la proteína, que se localizó casi
exclusivamente en la fracción nuclear (Fig. 270). Finalmente, en una estirpe con una mutación
patA1, PacC no se procesó y, si bien algo de la proteína se detectó en la fracción nuclear, su
localización fue preferencialmente citoplásmica (Fig. 27C).
Los resultados del análisis por EMSA (que tiene una mayor sensibilidad de detección de
PacC) de estos mismos extractos (Fig. 27A) coincidieron con las resultados obtenidos por
westem. Así, en un extracto total de una estirpe pacC~, si bien el complejo correspondiente al
producto primario de traducción (complejo II) era predominante, se detectaron niveles
apreciables del complejo 1, correspondiente a la forma procesada de Paco que no se fornió con
la fracción citoplásmica y se formó preferentemente con la fracción nuclear. En una estime
pacC”1 4 se detectaron dos complejos, uno de ellos correspondiente a la forma procesada de
PacO (complejo 1), y el otro, de menor movilidad electroforética (complejo III) (solamente
detectable en una sobreexposición del EMSA (Fig. 278)>, correspondiente al producto primario
de traducción de pacC”14. Ambas formas de la proteína se localizaron preferentemente en la
fracción nuclear, de forma que la formación del complejo III fue prácticamente indetectable con
la fracción citoplásmica y los niveles de forma procesada detectados con esta fracción fueron
muy inferiores a los detectados con la fracción nuclear. En una estirpe patA1 se detectó un
complejo mayoritario correspondiente al producto primario de traducción de pacC (complejo II>,
que se localizó casi exclusivamente en el citoplasma.
Con objeto de descartar que la localización citoplésmica preferente de PacC en una
estime palAl fuera debida a un efecto específico de esta mutación y no al bloqueo de la rutade
transducción de señal, se analizó la localización nuclear y citoplásmica de PacO en una estirpe
con una mutación de pérdida de función en otro de los genes pal. El análisis de Pace por
EMSA (Fig. 28A) mostró cómo en una estirpe palHl7, al igual que en una estime patA1 (ambas
mutaciones son fenotipicamente indistinguibles (Arst et al., 1994)), PacC prácticamente no se
procesó y se localizó preferentemente en la fracción citoplásmica, de forma que si bien con el
extracto total de esta estirpe se detectó la formación del complejo 1, el complejo II era
mayoritario y se formó preferentemente con el extracto citoplásmico. Este resultado sugiere
que es el bloqueo de la ruta de transducción de la señal de pH ambiental alcalino y no las
particularidades de cualquiera de estas dos mutaciones lo que determina la localización
preferentemente citoplésmica de PacC en estas estirpes.
La figura 28A muestra cómo, al igual que en una estime pacC’14, en una estirpe
pacC”5O (que codifica para un producto truncado similar a la forma procesada de PacO (Fig.
26) y mimetiza los efectos de un medio de cultivo alcalino) PacO se localizó preferentemente
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Figura 28. Distribución entre los compartimentos nuclear y citoplásmico de PacO en estirpes con las
mutaciones pa/Hl 7 y pacC”50. (A) Análisis por EMSA de PacO en un extracto total (ET) y en extractos
de la fracción nuclear (FN) y citoplásmica (FC) de las estirpes indicadas. Las flechas de bloque blanca y
negra indican los complejos proteína-DNA formados por la forma procesada de Pace (1) y el producto
primario de traducción (II), respectivamente. (B) Análisis por westem de la proteína hexoquinasa en los
mismos extractos analizados por EMSA en (A). Ambas estirpes se cultivaron 24 horas a 370 en MEA
tamponado a pH ácido y suplementado con sacarosa al 3% (pfv) como principal fuente de carbono.
en el núcleo, de forma que los niveles del complejo mayoritario (detectado por EMSA) que se
formó con los extractos proteicos de esta estirpe (de movilidad ligeramente menor a la del
complejo 1 (Fig. 24)) fueron claramente mayores con la fracción nuclear que con la
citoplásmica.
Estos resultados muestran que la señal de pH ambiental alcalino, al disparar el
procesamiento de Pace, regula positivamente su localización nuclear, de forma que la forma
procesada de Pace se localiza preferentemente en la fracción nuclear mientras que en
ausencia de una ruta funcional de transducción de la señal (mutaciones pat) el producto
primario de traduccián de PacO no se procesa y se localiza preferentemente en el citoplasma.
A
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En una estirpe pacC”14, mutación que resulta en una proteína Paco truncada en el aminoácido
492, el producto primario de traducción se localiza preferentemente en el núcleo, lo que sugiere
que es la región carboxilo terminal de PacO lo que previene la localización nuclear de la
proteína y que al facilitar su eliminación, la señal pal provoca la localización nuclear de este
factor de transcripción. Al igual que la forma procesada de PacO, el producto primario de
traducción de pacC5O, proteína de tamaño similar a la forma procesada, se localiza
preferentemente en la fracción nuclear. El hecho de que (a diferencia de los que ocurre en una
estirpe pat) en presencia de una ruta pal funcional parte del producto primario de traducción de
pacO (estirpe pacCj se localice en la fracción nuclear, sugiere que probablemente no sólo el
procesamiento sino también el paso de una conformación “cerrada” a una conformación
“abierta” puede regular positivamente la localización nuclear de PacO, lo que implicaría que el
extremo carboxilo terminal de PacO sólo previene su localización nuclear cuando la proteína se
encuentra en la conformación no accesible a la proteasa procesativa.
2.2 El pH ambiental regula in vivo la localización subcelular de PacO.
PacO se procesa en respuesta a un pH ambiental alcalino, de forma que en una estirpe
silvestre de A. nidulans los niveles de la forma procesada de PacO aumentan al aumentar el pH
del medio de cultivo (Orejas etat, 1995; sección 1.4.1 de resultados). En la sección anterior se
demuestra, mediante fraccionamientos subcelulares in vitm, que la forma procesada de PacO
se localiza en el núcleo y solamente si la ruta de transducción de la señal de pH ambiental
alcalino es funcional, parte del producto primario de traducción se localiza también en este
compartimento celular. Estos datos indican que el pH ambiental regula la localización
subcelular de PacC.
Con objeto de comprobar in vivo estos resultados se ha estudiado cómo afecta el pH
ambiental a la localización subcelular de Paco mediante fusiones a la proteína verde
fluorescente <GFP) (revisado por Tsien, 1998), que nos han permitido estudiar la localización
subcelular de distintas versiones de PacC mediante microscopia de fluorescencia. La versión
utilizada de la GFP, sGFP-TYG, está codificada por un gen sintético cuyos codones han sido
optimizados para su uso en células humanas y en el que, además, se ha introducido una
mutación resultante en el cambio S65T dentro del cromóforo (Haas et al., 1996; Chiu et al.,
1996). Está versión de la proteína, que da lugar a una fluorescencia entre 40 y 120 veces
superior a la de la proteína silvestre al ser ambas expresadas en células humanas (Hass et aL,
1996) y del orden de 100 veces superior al ser ambas expresadas en células de diferentes
especies vegetales (Ohiu et al., 1996), ha sido ya utilizada en A. nidulans para estudiar la
migración y ubicación de los núcleos en las hifas (Suelmann et al~ 1997; Suelmann et al.,
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Figura 29. Caracterización por la técnica de Southern de un transformante de la estirpe ApacC con una
única copia del transgén alcA~::GFP integrada en el locus argB. (A) Secuencia de una región del
plásmido p[aIcA~::GFP] que muestra los extremos Wy 3’de la ORF del gen GFP así como los sitios de
restricción utilizados en el clonaje de GFP en el plásmido pALO. <B) Hibridación por el método de
Southern del DNA <digerido con EcoRl) de este transformante <carril 1) utilizando una sonda para a¡gB.
Como control se empleó el DNA de la estirpe receptora <carril 2). En la parte inferior se muestra un
esquema de la integración de una única copia del plásmido p[alcA~::GFP] en el gen argB (cromosoma
III), en el que se indican los tamaños de los fragmentos de restricción detectados en el experimento de
Southern.
1998), las modificaciones nucleares durante la mitosis (Fernández-Avalos et aL, 1998) y la
caracterización de la NLS de la proteína PrnA (Claudio Scazzocchio, comunicación personal)
Inicialmente se estudió la localización subcelular de GFP en A. n¡dulans. Con este fin,
se construyó el plásmido p[alcA~::GFP] <Fig. 29A), que dirige la expresión de GFP bajo el
control de alcAn. Este plásmido fue introducido por transformación en una estirpe ApacC de A.
n¡dulans, seleccionándose un transformante con una única copia de la construcción integrada
por recombinación homóloga en el lotus argB (Fig. 296). En este transformante, cultivado en
condiciones de inducción para altA”, se detectó uniformemente por toda la hifa la fluorescencia
debida a la GFP (Fig. 30), lo que indica que la proteína está presente tanto en los núcleos
como en el citoplasma. Este resultado, debido probablemente a que el tamaño de la GFP
(26,888 kDa) permite que ésta difunda libremente entre los núcleos y el citoplasma, está de
acuerdo con los resultados obtenidos por otros investigadores <Suelmann et al,. 1997;
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Figura 31. Caracterización de estirpes recombinantes en los fondos paIA~ y pa/Al con una copia única
del transgén aItA~::GFP::pacC<5-678) integrado en el locus argB. (A) secuencia de una región del
plásmido p[aIcA~::GFP::pacC(5-678)] que muestra los extremos 5’y 3’ de las ORFs de los genes GFP
(en verde) y pacC (en azul), así como los sitios de restricción que se utilizaron para su clonaje en el
plásmido pALC. <B) Esquema de la integración de una única copia del plásmido pjaIcA~::GFP::pacC<5-
678)] en el gen argB <cromosoma III) de una estirpe de A. n¡dulans, en el que se indican los tamaños de
los fragmentos de restricción detectados en el experimento de Southern. En la parte inferior se muestra
la hibridación por el método de Southern del DNA (digerido con EcoRí) de los transformantes de las
estirpes indicadas <carril 2) utilizando una sonda para argB. Como control se emplearon los ONAs de las
estirpes receptoras (carril 1).
Los transformantes palA$ y paIAl con la construcción altA~::GFP::pacC<5-678) se
precultivaron durante 14 horas en condiciones de represión en un medio de cultivo tamponado
a pH ácido, tras lo cual se recogió el micelio y se transfirió a un medio tamponado a pH ácido,
neutro o alcalino (a este último pH se cultivó solamente el transformante palA~, ya que las
mutaciones pat previenen el crecimiento a pH alcalino) cultivándose el micelio durante 8 horas
más en condiciones de inducción. Como estirpes control se cultivaron, de igual forma, el
transformante alcAt:GFP y dos transformantes, uno de la estirpe zlpatC y el otro de la estirpe
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Figura 34. Análisis por westem de proteínas recombinantes GFP::PacC. Se analizaron extractos
proteicos de estirpes recombinantes con los transgenes aIcA~::GFP::RacC<5-678) (A) o
alcA~::GFR::RatC<5-250) <B) en los fondos pa/A4. y pa/Al y, como control, con el transgén altA~::GFPen
el fondo paIK <paneles A y 6). Los extractos fueron obtenidos de micelio procedente de los cultivos en
condiciones de inducción descritas en la figura 33. Se utilizaron antisueros contra el extremo amino
terminal de PacC <a - PacC, parte superior de los paneles A y B) y contra GFP <a - GFP, parte inferior de
los paneles). Se utilizaron dos membranas independientes idénticas. Como control, se muestran las
proteínas detectadas con un extracto de una estirpe silvestre <patO4., paneles A y B) cultivada 24 horas
a 370C en MFA ácido o alcalino suplementado con sacarosa al 3% como principal fuente de carbono.
Las flechas de bloque blanca y negra (parte superior de los paneles> indican la forma procesada de
PacC <F.P.) y el producto primario de tradución (F.L.), respectivamente. La flecha negra <parte inferior de
los paneles) indica la proteína GFP. H4., pH ácido; 0H, pH alcalino; N, pH neutro. <O) M, de las proteínas
indicadas.
en los núcleos (Fig. 33A). Estos resultados muestran que el pH ambiental regula la localización
subcelular de PacC, de forma que en respuesta a un aumento del pH del medio de cultivo,
PacO se localiza en el núcleo, y que la ruta de transducción de la señal de pH ambiental
alcalino codificada por los genes pal es necesaria para esta regulación.
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El análisis por westem de PacO (con un antisuero contra su región amino terminal) en
extractos proteicos de células cultivadas en condiciones de inducción (Fig. 34A panel superior),
mostró cómo tras inducir la expresión de GFP::PacC(5-678) en un fondo patA y en condiciones
de cultivo ácidas la mayor parte de PacO se detectó como producto primario de traducción y
solamente una parte minoritaria se encontró formando parte de otras proteínas de menor
tamaño. En condiciones de cultivo alcalinas, por el contrario, la mayor parte de PacO se
detectó como una proteína de menor peso molecular, y se detectaron bajos niveles del
producto primario de traducción. La Mr estimada de esta proteína de menor tamaño (que se
correspondía con el de una proteína que estuviera formada por GFP y la forma procesada de
Paco) así como el hecho de que sus niveles aumentaran al aumentar el pH del medio de
cultivo, aparentemente a expensas del producto primado de traducción, sugieren que esta
proteína de menor M, proviene del procesamiento de GFP::PacC(5-678). La mutación paIAl
básicamente previno el procesamiento de GFP::PacC(5-678>, tanto en condiciones de cultivo
ácidas como neutras (dando lugar a niveles elevados del producto primario de traducción),
aunque aparecieron otras proteínas de menor peso molecular probablemente debidas a la
proteólisis del producto primario de traducción (vide ¡nfra). En células transformadas con
alcA&:GFP::pacc(5-250) (Fig. 34B panel superior), tanto en condiciones de cultivo ácidas como
alcalinas e independientemente de la presencia o ausencia de la mutación paIAl, se detectó
casi exclusivamente el producto primario de traducción, siendo sus niveles muy parecidos en
los dos fondos genéticos (peíA4. o palAl) y en las dos condiciones de cultivo. Los resultados del
análisis por westem utilizando un antisuero contra GFP en estos mismos extractos coincidieron
tanto en el caso de los transformantes con la construcción aIcA’t:GFR::pacC(5-678) (Fig. 34A
parte inferior) como en el caso de los transformantes con la construcción alcA&:GFP::pacC(5-
250) (Fig. 34B parte inferior) con los resultados obtenidos con el antisuero contra el extremo
amino terminal de PacO y mostraron además cómo en ninguno de los extractos existían niveles
apreciables de GFP libre. Estos resultados indican que la fluorescencia observada no fue
debida en ningún caso a la presencia de GFP libre (resultante, por ejemplo, de una proteólisis
de los distintos productos primarios de traducción) y que reflejó, en todos los casos, la
localización subcelular de las distintas proteínas GFP::PacC.
El análisis por EMSA de PacC (Fig. 35) mostró cómo en los extractos de células peíA4.
que expresan GFP::PacC(5-678) (Fig. 35A) se detectaron dos complejos de retardamiento
mayoritarios. Si bien en condiciones de cultivo ácidas los niveles de ambos complejos fueron
muy similares, a medida que se aumentó el pH del medio de cultivo aumentaron los niveles del
complejo de mayor movilidad electroforética (complejo III) aparentemente a expensas del
complejo de menor movilidad (complejo IV), presumiblemente formado por el producto primario
de traducción, de forma que a pH alcalino (pH 7,8) el complejo III fue claramente predominante.
Estos resultados, que son consistentes con los resultados obtenidos por westem descritos
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Figura 35. Análisis por EMSA de proteínas recombinantes GFP::PacC. Se analizaron los mismos
extractos de las estirpes recombinantes a/tA~::GFWRatC(5-678) (A) o aIcA~::GFP::PacC(5-250) (B)
analizados por westem en la figura 34. Como control se muestran en ambos paneles (carriles 1 y 2)los
complejos PacO-DNA que se formaron con un extracto de una estirpe silvestre (pacC4) cultivada 24
horas a 3700 en MFA ácido o alcalino suplementado con sacarosa al 3% <plv) como principal fuente de
carbono. Las flechas de bloque blanca y negra indican los complejos formados por la forma procesada (1)
y el producto primario de traducción PacO (II), respectivamente. Las flechas normales indican los
complejos formados tras la expresión de GFP::PacO<5-678) (III y IV, panel A) o GFP::PacC<5-250) <panel
B). S.L., sonda libre. Ht pH ácido. 0W, pH alcalino. N, pH neutro.
anteriormente, muestran que la presencia de GFP en el extremo amino terminal de Pace no
previene su unión al DNA. En un fondo mutante palAl tras la inducción de GFP::patC(5-678)
se detectaron, en ambas condiciones de cultivo, ácidas y neutras (recuárdese que las estirpes
peíA’ no crecen a pH alcalino), niveles elevados del complejo IV asi como niveles mucho más
reducidos de otros complejos de menor movilidad electroforética (Fig. 35A) alguno de los
cuales se corresponde casi con certeza a las proteínas de menor Mr detectadas por western
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(Fig.34A). El hecho de que en un fondo pa/Al la movilidad de uno de los complejos minoritarios
fuera muy similar a la del complejo III y de que la relación entrelos niveles del complejo IV y los
niveles de los otros complejos aparentemente no cambiara al aumentar el pH del medio de
cultivo, sugiere que una fracción del producto primario de traducción puede procesarse en un
fondo genético pa/Al de manera independiente del pH ambiental. En extractos de las estirpes
eIcA”::GFP::pacc(5-250) (Fig. 35B) se detectaron, tanto en los dos fondos genéticos (palA4. o
palAl) como en las dos condiciones de cultivo, niveles muy parecidos de un complejo
mayoritario formado por el producto primario de traducción, lo que indica, al igual que el
análisis por western de PacO en estos mismos extractos, que la proteína GFP::PacC(5-250) no
se procesa cualquiera que sea el fondo genético (palA4. o palAj o el pH ambiental.
Los transformantes con el transgén alcA”::GFP:paCC(5-678) en los fondos palA4. y pe/A
se cultivaron nuevamente en las mismas condiciones a las descritas anteriormente, salvo que
la inducción se hizo en un medio tamponado a pH ácido o pH neutro, con el fin de obtener las
fracciones nuclear y citoplásmica. La figura 36 muestra cómo en ambos casos el análisis de la
distribución subcelular de PacO (detectado por EMSA) en las fracciones nuclear y citoplásmica
confirmó los resultados obtenidos in vivo por microscopia de fluorescencia. Así, en el fondo
palAl, si bien los niveles de Paco en condiciones de cultivo ácidas fueron mayores que los
observados en condiciones de cultivo neutras, los resultados obtenidos fueron muy parecidos
en ambas condiciones, de forma que, en ambos casos, tanto con la fracción “total” como con la
citoplásmica se detectó mayoritariamente el complejo IV (formado por el producto primario de
traducción) siendo sus niveles muy superiores a los observados en la fracción nuclear. Con
esta última fracción, a diferencia de lo que ocurrió con las otras dos, se detectaron niveles
apreciables de la forma procesada del producto primario de traducción (que forma el complejo
III). Estos resultados indican que si bien la mutación paiAl (que bloquea el procesamiento del
producto primario de traducción) provoca la localización citoplásmica preferente del producto
primario de traducción, tanto en condiciones de cultivo ácidas como neutras, a diferencia de lo
que ocurre con la proteína PacC(5-678), una pequeña fracción de la proteína GFP::PacO(5-
678) se localiza en el núcleo. Por otro lado la pequeña proporción de proteína que se procesa
correctamente se localiza preferentemente en el núcleo, lo que proporciona una explicación
plausible a porqué la fluorescencia resultante de la expresión de GFP::PacO(5-678) en este
fondo genético no se localiza exclusivamente en el citoplasma. Con la fracción total
correspondiente al fondo palA4. se detectaron ambos complejos de retardamiento (complejos III
y IV) tanto en condiciones de cultivo ácidas como neutras siendo el complejo IV predominante
en condiciones de cultivo ácidas y el complejo III predominante en condiciones de cultivo
neutras. En ambas condiciones de cultivo la proteína procesada (complejo III) se detectó
preferentemente en la fracción nuclear, de acuerdo con todos los resultados expuestos
anteriormente de fraccionamiento subcelular de la forma procesada de PacO, y en condiciones
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Figura 36. Distribución entre los compartimentos nuclear y citoplásmico de PacO en función del pH
ambiental. (A) Análisis por EMSA de PacO en un extracto total (ET) y en extractos de la fracción nuclear
(FN) y citoplásmica (FO) de los recombinantes aItA”::GFP::PatC(5-678) en los fondos genéticos peIAl o
pa/A. Las estirpes se cultivaron 14 horas en MFA ácido en condiciones de cultivo represoras (glucosa
3% (plv) y 8 horas adicionales en condiciones de inducción en MFA tamponado a pH ácido <H4., pH final5.9) o neutro (N, pH final 6.9). Como control se muestran los complejos que se formaron con un extracto
de una estirpe silvestre <patO4.) cultivada 24 horas en MFA ácido o neutro suplementado con sacarosa al
3% (p/v) como principal fuente de carbono (carriles 14 y 15). Las flechas de bloque blanca y negra
indican los complejos formados por la forma procesada <1> y el producto primario de traducción PacO <II),
respectivamente. Las flechas normales indican los complejos formados tras la expresión de
GFP::PacC(5-678) (III y IV). <6) Análisis por western con un antisuero anti-hexoquinasa en los mismos
extractos analizados por EMSA.
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de cultivo ácidas, a diferencia de lo que ocurrió en condiciones de cultivo neutras, parte del
complejo IV se detectó con la fracción citoplásmica, lo que explica la fluorescencia citoplásmica
en estas condiciones (Fig. 33A). Estos resultados confirman los resultados obtenidos por
microscopia de fluorescencia y muestran que ambas técnicas son válidas para el estudio de la
localización subcelular de PacC.
Los resultados del estudio in vivo de la localización subcelular de Pace en respuesta al
pH ambiental estén de acuerdo con los resultados obtenidos del análisis de la distribución
nucleo-citoplásmica de PacO en estirpes con distintas mutaciones que afectan al sistema
regulador por pH (sección 2.1 de resultados) y confirman que el pH ambiental regula la
localización subcelular de PacC y que la ruta de transducción de la señal de pH ambiental
alcalino es necesaria para esta regulación.
2.3 Los dedos de zinc de PacC son suficientes para localizar la forma procesada de la
proteína en el núcleo.
2.3.1 La secuencia 252-KKR. . .KRR269 no es necesaria para la localización nuclear de la
forma procesada de PacO.
Las señales de localización nuclear (NLSs) de tipo bipartito constan de dos
agrupaciones de residuos básicos separadas por una cadena de 10 a 12 aminoácidos
(revisado por Boulikas etat, 1994; Jansy Húbner 1996). El límite carboxilo terminal de la forma
procesada de PacO se encuentra en la secuencia K~2K2~R2M o en una zona muy próxima a
esta secuencia (sección 1.3 de resultados). Este agrupamiento de aminoácidos básicos está
separado por 12 aminoácidos de otra agrupación de residuos básicos situada en posición más
carboxilo terminal, K~7R~8R~9, por lo que la secuencia 252-KKR. .. KRR-269 se ajusta
perfectamente a la secuencia consenso de una NLS de tipo bipartita. El hecho de que la
segunda mitad de esta secuencia esté ausente en la forma procesada de PacO nos hizo dudar
sobre su papel como NLS, al menos para la forma procesada de PacC. Con objeto de estudiar
si está secuencia o la primera parte de la misma (primera agrupación de residuos básicos) es
necesaria para la localización nuclear de formas truncadas de PacC semejantes en tamaño a la
forma procesada de la proteína se obtuvieron los plásmidos p(alcAQ:pacC(5-250)::GFFI,
p[a/cA”zpacC(5-265)::GFP] y p[alcA”::pacC(5-273)::GFP] (Fig. 37A> que dirigen la expresión
bajo alcA” de versiones de PacO truncadas antes, en un punto intermedio y después de la
supuesta NLS, respectivamente, fusionadas por su extremo carboxilo terminal a la GFP. Cada
una de estas construcciones se introdujo, mediante técnicas de transformación estándar, en
estirpes zlpacC y ApacO; pa/Al, seleccionándose en los dos fondos genéticos transformantes
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con copias únicas de los distintos plásmidos integrados en el lotus aá’pB, mediante la técnica
de Southern (Fig. 37C). Mientras que en condiciones de cultivo represoras para el promotor no
se detectó fluorescencia apreciable debida a la GFP en ninguno de los transformantes
(resultados no mostrados), en condiciones de inducción la expresión de cualquiera de estas
construcciones en un fondo genético par resultó en una localización nuclear casi exclusiva de
la fluorescencia debida a la GFP (Fig. 38A), indicando que las tres proteínas quiméricas se
localizan preferentemente en los núcleos (identificados como tales mediante tinción con DAPI
(Fig. 39)). Los resultados obtenidos en un fondo paIAl (Fig. 386), indistinguibles de los
obtenidos en el fondo pa/Al indican que la transducción de la señal de pH ambiental alcalino
no es necesaria para la localización preferentemente nuclear de estas versiones truncadas de
PacO. Estos resultados muestran, por tanto, que la secuencia 252-KKR.. . KRR-269 no es
necesaria para la localización nuclear de versiones truncadas de PacC semejantes a la forma
procesada de la proteína.
El análisis por westem de extractos proteicos (Fig. 40A) usando un antisuero contra
GFP mostró cómo en todos estos transformantes la mayor parte de la GFP se detectó
formando parte del correspondiente producto primario de traducción y que solamente una parte
minoritaria se encontró como proteínas de tamaño ligeramente superior a la GFP que
probablemente procedían del procesamiento proteolítico de las proteínas de fusión expresadas
(vide mfra). Con este antisuero (anti-GFP) los niveles de PacC(5-250)::GFP en los dos fondos
genéticos fueron claramente mayores que los de las otras dos proteínas recombinantes. El
mismo tipo de análisis de estos extractos utilizando un antisuero contra el extremo amino
terminal de PacO (Vg. 406) mostró unos resultados muy similares, de forma que en todos los
transformantes la mayor parte de la proteína PacC formaba parte del correspondiente producto
primario de traducción y solamente una parte minoritaria formaba parte de otras proteínas de
menor tamaño. La movilidad electroforética de tres de estas proteínas de menor tamaño (las
Figura 37. Caracterización de estimes recombinantes en los fondos paIA4. y pa/Al con una copia únicade los transgenes aItA~::pacC<5-250)::GFP, a/tA~::pacC<5-265)::GFP o aItA~::pacC(5-273)::GFP
integrada en el locus argB. (A) secuencie de una región de los tranagenes mencionados que muestra los
extremos 5’y 3’ de las ORFs del gen SFR (en verde) y de los correspondientes alelos patC (en azul), así
como los sitios de restricción que se utilizaron para su clonaje en el plásmido pALC. <E) secuencia de de
una región de PacO en la que se muestra el residuo carboxilo terminal de las regiones de PacC
fusionadas a GFP. En negrita se resaltan las dos agrupaciones de residuos básicos de la secuencia 252-
KKR..KRR-269. (C) Parte superior, esquema de la integración de una única copia de los plásmidos
p[a/cA~::pacC(5-250, -265, -273)::GFP] en el gen argB (cromosoma III). En él se indican los tamaños de
los fragmentos de restricción revelados en el experimento de Southern. Parte inferior, hibridación por el
método de Southern del DNA (digerido con EcoRl) de los transformantes de las estimes indicadas con
los transgenes aIcA~::pacC(5-273)::GFR <carriles 1), alcA~::patG<5-265)::GFP <carriles 2) o
alcA~::patC(5-250)::GFR (carriles 3) utilizando una sonda para arpB. Como control se emplearon los
DNAs de las estimes receptoras (carriles 4).
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Figura 40. Análisis por westem de las proteínas recombinantes PacC(5-250, -265, -273)::GFP. Se
analizaron extractos proteicos de estirpes recombinantes con los transgenes aIcA~:: pacc(5-250, -265, -
273~GFP en los fondos pa/A4. y pa/Al obtenidos tras los cultivos en condiciones de inducción descritos
en la figura 36. Se utilizaron antisueros contra GFP (a - GFP, <A)) y contra el extremo amino terminal de
PacC (a - Paco, (6)). Con cada antisuero se utilizó una membrana independiente. Como controles, se
muestran las proteínas detectadas por los antisueros en un extracto de una estirpe silvestre (pacC)
cultivada 24 horas a 370C en MFA ácido suplementado con sacarosa al 3% como principal fuente de
carbono y en un extracto de la estirpe aItA~::GFP ; Apatc <GFP) cultivada 20 horas a 3700 en MFA
ácido en condiciones de inducción para aIcA~. Las flechas de bloque blanca y negra indican la forma
procesada de Paco (F.P.) y el producto primario de traducción (F.L.), respectivamente. La flecha negra
<parte inferior del panel A) indica la proteína GFP. (O) M, de las proteínas indicadas.
procesadas obtenidas es en todos los casos indistinguible del tamaño del complejo
correspondiente a la forma procesada de PacC. Así, en los extractos de todos los
transformantes se detectaron dos complejos mayoritarios, uno, el de menor movilidad
electroforética (complejo III), formado por el producto primario de traducción del gen quimérico,
cuya movilidad electroforética era tanto mayor cuanto menor era la Mr de la proteína codificada,
y una triada de complejos correspondientes a proteínas de menor Mr, uno de los cuales
(complejo 1) fue mayoritario y mostró una movilidad electroforética indistinguible de la del
complejo 1 formado por la forma procesada de PacC (en una estirpe pacC4.). La relación entre
los niveles del complejo 1 y los niveles del complejo III detectados por EMSA fue, en todos los
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Figura 41. Análisis por EMSA de las proteínas recombinantes PacC(5-250, -265, -273)::GFP. Se
analizaron los mismos extractos de las estirpes recombinantes con los transgenes alM~:: patC(5-250, -
265, -273)::GFP analizados por westem en la figura 40. Como control se muestran en ambos paneles
(carriles 1 y 2) los complejos PacC-DNA que se formaron con un extracto de una estirpe silvestre (patc)
cultivada 24 horas a 370C en MFA ácido suplementado con sacarosa al 3% (p/v) como principal fuentede carbono. Las flechas de bloque blanca y negra indican los complejos formados por la forma
procesada de PacC (1) y el producto primario de traducción <II), respectivamente. La flecha normal indica
los complejos PacC-DNA <III) formados por las proteínas de fusión indicadas sobre cada carril. S.L.,
sonda libre.
transformantes, claramente mayor que la relación entre los niveles de la proteína procesada y
sin procesar detectadas por la técnica de western, lo que podría sugerir que o bien la afinidad
de la proteína de fusión no procesada por la sonda es menor que la de la correspondiente
forma procesada o bien que no toda la proteína recombinante puede unirse al DNA formando el
correspondiente complejo de retardamiento. En este último caso podría ocurrir que parte del
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Figura 42. Caracterización de estirpes recombinantes con una (fondo pa/Al) o dos copias (fondo paIA4.)
del transgén altA~::pacC<241-280)::GFP. (A) Parte superior, secuencia nucleotidica de una región del
transgén mencionado que muestra los extremos 5’y 3’ de las ORFs del gen GFP (en verde) y de la
región correspondiente a los codones 241-280 de patC <en azul), así como los sitios de restricción que
se utilizaron para su clonaje en el plásmido pALO. Parte inferior, secuencia de PacC de la región
comprendida entre los aminoácidos 241 y 280. En negrita se muestran las dos agrupaciones de residuos
básicos de la secuencia 252-KKR. .KRR-269. <B) Parte superior, esquemas de la integración de una(esquema superior) o dos <esquema inferior) copias del plésmido p[aIcA~::patC(24l-280)::GFP] en el
gen argB (cromosoma III) en el que se indican los tamaños de los fragmentos de restricción revelados en
el experimento de Southern. Parte inferior, hibridación por el método de Southern del DNA (digerido con
EtoRl) de los transformantes con el transgén aItA~::patC<241-280)::GFP en los fondos pa/Al; Apatc
(carril 1) o pa/A~ (carril 3) utilizando una sonda para argB. Como control se emplearon los DNAs de las
estirpes receptoras <carriles 2).
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producto primario de traducción formara parte de un complejo proteico que debido a su elevada
Mr fuera excluido del gel. Alternativamente, el antisuero contra el extremo amino terminal de
PacO podría reconocer mejor su antígeno en el producto primario de traducción del alelo
recombinante que en la correspondiente forma procesada.
El hecho de que la secuencia 252-KKR.. . KRR-269 no sea necesaria para la localización
nuclear de versiones truncadas de PacC semejantes a la forma procesada de la proteína no
descarta que esta secuencia esté implicada en la localización nuclear del producto primario de
traducción de pacC (que en una estime pal” se reparte entre núcleo y citoplasma, vide supra).
Por ello, se estudió si una región de PacC conteniendo esta secuencia más 10 aminoácidos
adicionales hacia el extremo amino terminal y 11 aminoácidos adicionales hacia el extremo
carboxilo terminal era capaz de dirigir la localización de la GFP al núcleo. Para ello se
construyó el plásmido p[a/cA~::pacC(241-280)::GFP] que dirige la expresión bajo aIcA~ de la
región de PacC mencionada anteriormente fusionada por su extremo carboxilo terminal a la
GFP (Fig. 42A). Como en los casos anteriores, este plásmido se introdujo en estirpes peíA1 y
pa/K (ambas zlpacC> seleccionándose por análisis de Southern transformantes, bien con dos
copias (fondo genético patA”), bien con una copia (fondo genético pa/Al) del plásmido
integradas en el locus argB (Fig. 426). La figura 43A muestra cómo en ambos transformantes,
al igual que ocurre con el transformante a/cA~::GFP(sección 2.2 de resultados), la
fluorescencia debida a la GFP se detectó por toda la hifa, indicando que la proteina se
localizaba por igual tanto en el núcleo como en el citoplasma y no existía una localización
nuclear preferente. El análisis por westem de GFP en extractos proteicos (Fig. 436) mostró
cómo en ambos transformantes la mayor parte de la GFP detectada formaba parte de una
proteína de fusión del tamaño esperado para el producto primario de traducción lo que indica
que la fluorescencia no era debida a la presencia de GFP libre resultante, por ejemplo, de una
proteólisis del producto primario de traducción. Estos resultados sugieren, por tanto, que la
secuencia 252-KKR... KRR-269 no es una NLS.
El análisis fenotípico en medio sólido (Fig. 44) mostró que los transformantes de las dos
estirpes receptoras (zlpacC y palAl; ApacC) con la construcción alc4~::pacC<241-2S0)::GFP
son indistinguibles en los medios probados de una estirpe zlpacC y que los transformantes de
ambas estirpes receptoras con los transgenes a/cA~::pacC(5-250)::GFP, a/cA~::pacC(5-
265)::GFR y a/cA~::pacC(5-273)::GFP son indistinguibles entre sí e indistinguibles de los
transformantes de estas dos estirpes con la construcción alcA~::pacC(5-265). Así, crecen
normalmente en un medio tamponado a pH ácido, tanto en condiciones represoras como
inductoras para a/cAo, y a diferencia de una estirpe ApacC conidian normalmente. En un medio
tamponado a pH alcalino la expresión de cualquiera de estos alelos (condiciones de inducción
para el promotor) en cualquiera de los dos fondos genéticos suprime la extrema sensibilidad al
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A Construcción alcA~::GFP: :pacC(5-250)
GFP parC
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Figura 45. Caracterización de estirpes recombinantes en los fondos pa/A4. y pa/Al con una copia única
del transgén aItA~::GFP::pacC<5-250) integrado en el locus argB. <A) secuencia de una región del
plásmido p[a/tA~::GFP::pacC(5-250)] que muestra los extremos 5’y 3’ de las ORFs del gen GFP (en
verde) y del alelo pacC(5-250) (en azul), asi como los sitios de restricción que se utilizaron para su
clonaje en el plásmido pALC. <6) Esquema de la integración de una única copia del plásmido
p[a/tA~::GFP::pacC(5-250)] en el gen argB (cromosoma III), en el que se indican los tamaños de los
fragmentos de restricción revelados en el experimento de Southern. En la parte inferior se muestra la
hibridación por el método de Southern del DNA <digerido con EcoRl) de los transformantes de las
estirpes indicadas (carriles 2) utilizando una sonda para ej-gB. Como control se emplearon los ONAs de
las estirpes receptoras (carriles 1).
proteínas de fusión PacC(5-250):GFP, PacC<5-265)::GFP y PacC(5-273)::GFP, cuya Mr
estaría comprendida (si estuvieran en forma monomérica) entre 53,571 y 56,341 kDa (Fig. 40C)
sugiere que en la región de Pace comprendida entre los aminoácidos 5 y 250 podría haber una
señal de importación nuclear. Con objeto de verificar esta posibilidad y tratar de localizar con
más precisión los supuestos determinantes de localización nuclear se estudió, en un fondo
genético ApacO y mediante microscopia de fluorescencia la localización subcelular in vivo de
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integrada en el locus argB (Fig. 456). La figura 46A muestra cómo en estos transformantes
cultivados en condiciones de inducción, al igual que en los transformantes equivalentes con el
transgén aIcA~::pacC(5-25O)::GFP (Fig. 38), prácticamente toda la fluorescencia debida a la
GFP se detectó en los núcleos. El análisis por EMSA de PacC en los correspondientes
extractos proteicos (Fig. 466), mostró cómo en ambos fondos genéticos la proteína
GFP::PacC(5-250), a diferencia de PacC(5-250)::GFP (Fig. 41), no se procesó. A la vista de
estos resultados se decidió que en las nuevas construcciones codificantes de proteínas de
fusión a la GFP, ésta estuviera fusionada al extremo amino terminal de PacC. De esta forma se
construyeron los plásmidos p[aIcA~:: GFP:pacc(5-173)], p[aIcA~:: GFR :pacC(66-1 73)],
p[aIcA~::GFP::pacC(66-250)] y p[aIcA~::GFP::pacC(173-25O)] (Fig. 47A). Cada uno de estos
plásmidos se introdujo en una estirpe zIpacC por transformación, seleccionándose estirpes
transgénicas con dos copias (en el caso del plásmido p[aIcA~::GFP::pacC(5-173)]) o una sola
copia (los otros plésmidos) integrada(s) en argB (Fig. 47C). Su análisis mediante microscopia
(Fig. 48) mostró cómo tras la expresión de GFP::PacC(5-173), GFP::PacC(66-173) y
GFP::PacC(66-250) la fluorescencia se localizó preferentemente en el núcleo, mientras que al
expresar GFP::PacC(173-250), al igual que ocurre al expresar GFP en un fondo zIpacC, la
fluorescencia resultante se detectó uniformemente por toda la hifa. Las tres primeras proteínas
quiméricas contienen una región de PacO común, la región de los dedos de zinc (que en el
caso de la proteína GFP::PacC(66-173) es la única región de PacO presente), mientras que la
proteína GFP::PacC(173-250) es la única de estas cuatro proteínas de fusión que no contiene
los dedos de zinc de Pace. Estos resultados muestran, por tanto, que la presencia de los
dedos de zinc de Pace es suficiente para la localización nuclear de GFP
Figura 47. Caracterización de estirpes recombinantes pa/A4. con dos copias del transgén
aIcA~::GFP::pacC(5-173) o una única copia de los transgenes e/cA0::GFP.:patC(66-173),
aIcA~::GFP::pacC<66-25O) o aIcA~::GFP::pacC(173-250), integradas en el locus argB. (A) secuencia de
una región de los transgenes mencionados que muestra los extremos 5’y Y de las ORFs del gen GFP
<en verde) y de la correspondiente región de la ORF de pacC (en azul), así como los sitios de restricción
que se utilizaron para su clonaje en el plásmido pALO. (6) Esquema de la región-amino terminal de PacO
que muestra los límites amino— y carboxilo-terminales de las versiones de PacO que se indican. En
negrita se resaltan las dos agrupaciones de residuos básicos de la secuencie 252-KKR. .KRR-269. (O)
Parte superior, esquemas de la integración de una (esquema superior) o dos copias (esquema inferior)
de las construcciones indicadas en el panel A en el gen argB (cromosoma III), en los que se indican los
tamaños de los fragmentos de restricción revelados en el experimento de Southern. Parte inferior,
hibridación por el método de Southern del DNA (digerido con EcoRl) de los transformantes con los
transgenes a/cA~::GFPtpacC(66-173) (carril 1), aItA~::GFPtpatC(66-250) (carril 2),
aIcA~::GFP::pacC(173-250) <carril 3) y aIcA~::GFR:pacC<5-173) (carril 4) utilizando una sonda para a,pB.
Como control se empleó el DNA de la estirpe receptora (carril 5).
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El análisis por westem de PacO en extractos proteicos (Fig. 49A parte superior) mostró
cómo en estos transformantes el antisuero anti-PacO reveló casi exclusivamente la
correspondiente proteína de fusión con el tamaño esperado para el producto primario de
traducción. El antisuero anti-GFP (fig. 49A parte inferior) tampoco detectó en extractos de
ninguno de estos transformantes la existencia de GFP que no estuviera formando parte del
correspondiente producto primario de traducción. Es digno de mención el hecho de que si bien
con ambos antisueros se detectaron niveles parecidos de las proteínas GFP::PacO(66-173) y
GFP::PacC(66-250) los niveles de las otras dos proteínas de fusión variaron en función del
antisuero utilizado, de forma que el antisuero contra GFP reconoció especialmente bien los
epítopos diana en la proteína GFP::PacC(5-173) mientras que el antisuero contra PacO
reconoció especialmente bien sus dianas en la proteína GFP::PacC(173-250). La mayor
movilidad electroforética detectada con ambos antisueros de la proteína GFP::PacC(66-250)
(48,207 kDa) con respecto a GFP::PacC(5-173> (45,457 kDa) probablemente sea debida a la
diferente composición aminoacídica de ambas proteínas (ver sección 1.3 de resultados).
El análisis por EMSA de PacO en estos mismos extractos (Fig. 49B) mostró cómo, en
absoluta correlación con los resultados anteriores, en los transformantes que expresaban
proteínas de fusión conteniendo los dedos de zinc de PacO se detectó un complejo de
retardamiento mayoritario, correspondiente a las proteínas de fusión GFP::PacC, no
detectándose lógicamente ningún complejo de retardamiento con extractos del transformante
a/cA~::GFP::pacC(173-250) <este alelo codifica una proteína que carece del dominio de unión al
DNA de PacC). Sorprendentemente, la movilidad de los complejos de retardamiento formados
por las proteínas GFP::PacC(66-173) (39,878 kDa) y GFP::PacC(66-250) (48,207 kDa) fue
anormalmente elevada con respecto a la movilidad electroforética del complejo 1 formado por la
forma procesada de PacO (26,7-26,9 kDa). Así, la movilidad del complejo correspondiente a
GFP::PacO<66-173) fue notablemente mayor que la movilidad del complejo 1 y la del complejo
correspondiente a GFP::PacC(66-250) ligeramente mayor. Según lo esperado la movilidad del
complejo formado por la proteína GFP::PacC(5-173) (45,457 kDa) fue menor que la del
complejo 1, pero anormalmente menor que la del complejo formado por la proteína
GFP::PacC(66-250). Una característica común de las proteínas GFP::PacC(66-173) y
GFP::PacO(66-250) que las diferencia de la forma procesada de PacC y de la proteína
GFP::PacC(5-173) es que ambas carecen de la región de Pace rica en alaninas (19 de los 61
residuos de esta región son alaninas) comprendida entre los aminoácidos 5 y 65. Por tanto, la
ausencia de esta región en estas dos proteínas de fusión podría ser responsable de la
movilidad electroforética anormalmente elevada de sus respectivos complejos de retardamiento
con respecto a la movilidad del complejo 1. Una posible explicación podría ser que PacO no se
uniera al DNA como un monómero sino asociado con otra u otras proteínas, y que la región rica
en alaninas fuera necesaria para establecer las interacciones proteína-proteína. De hecho, al
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Figura 49. Análisis de proteínas de fusión que entre GFP y distintos polipéptidos de la región amino
terminal de PacO. (A) Análisis por westem utilizando antisueros contra la región amino terminal de Paco
<a - PacO, parte superior) o contra GFP (a - GFP, parte inferior). Se analizaron extractos proteicos de
estirpes recombinantes pa/A4. que expresaban las proteínas que se indican. Los extractos se obtuviertonde micelios procedentes de los cultivos descritos en la figura 48. Como control, se muestran las
proteínas detectadas con un extracto de una estirpe silvestre (jaacC) cultivada 24 horas a 3700 en MFA
ácido suplementado con sacarosa al 3% como principal fuente de carbono (carril 5, westem a - PacO) y
con un extracto de la estirpe a/cA~::GFP; Apacc <GFP) cultivada 20 horas a 3700 en MFA ácido en
condiciones de inducción para aIcA~ (carril 5, westem a - GFP). Las flechas de bloque blanca y negra
indican la forma procesada de Paco <F.P.) y el producto primario de traducción de patC (F.L.),
respectivamente. La flecha negra (parte inferior del panel A) indica la proteína GFP. <6) Análisis por
EMSA de los mismos extractos analizados en el panel A, incluyendo como control un extracto pacO4.. Las
flechas de bloque blanca y negra indican los complejos formados por la forma procesada de PacO (1) y el
producto primario de traducción de patO (II), respectivamente. S.L., sonda libre. <0) M, de las proteínas
indicadas,
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una proteína PacO que carece de los dedos de zinc) es indistinguible en estos análisis
fenotípicos de la estime zIpacC y los transformantes con las construcciones
aIcA~::GFP::pacC(66-173) o aIcA~::GFP::pacC(5-173), que crecieron y conidiaron notablemente
mejor que la estirpe ApacC en condiciones de cultivo ácidas, son sin embargo indistinguibles
de esta estirpe en cuanto a sensibilidad a pH alcalino, de acuerdo con el fenotipo de los
mutantes clásicos con proteínas truncadas inmediatamente después de la región que contiene
los dedos de zinc.
Estos resultados indican: i) que una proteína de fusión entre GFP y PacC(5-250) es
funcional independientemente de que la GFP esté fusionada en el extremo amino o carboxilo
terminal, u) que para que un alelo GFP::pacC (en condiciones de inducción) sea funcional en
cuanto a la supresión de la sensibilidad al pH ambiental alcalino y los defectos de conidiación
resultantes de la mutación ApocO, debe incluir los dedos de zinc y la región comprendida entre
los aminoácidos 173 y 250 y iii) que una versión de PacO conteniendo únicamente la región de
los dedos de zinc fusionada a GFP es capaz de suprimir la falta de conidiación resultante de la
mutación ApocO en un medio de cultivo ácido, lo que sugiere que en algunas condiciones
solamente por el hecho de ocupar alguno de sus sitios de unión (y, por ejemplo, prevenir o
interferir así la unión de otros factores de transcripción al mismo sitio de unión o a sitios
próximos) estas versiones severamente truncadas de PacO pueden compensar ciertos
aspectos fenotipicos resultantes de la mutación ApocO.
2.4 El extremo carboxilo terminal de PacC modula negativamente su localización nuclear.
El estudio de la distribución nucleo-citoplásmica de PacO en distintas estirpes de
A.nidulans (sección 2.1 de resultados) ha puesto de manifiesto que la señal de pH ambiental
alcalino, al promover el procesamiento de Pace (Le. la eliminación de aproximadamente el
60% de los residuos carboxilo terminales de la proteína) regula positivamente su localización
nuclear. En una estirpe pacC0l4, el producto primario de traducción de este alelo, que carece
de los residuos 493-678 de PacO, se procesa constitutivamente (¡e. independientemente del
pH ambiental) y la pequeña proporción que no se procesa se localiza preferentemente en el
núcleo. Estos resultados sugieren que la interacción del extremo carboxilo terminal de PacO (al
menas de la región comprendida entre los residuos 493 y 678) con otros residuos de la
proteina previene la localización nuclear de PacO. Con objeto de intentar reconstruir esta
interacción en un fondo pacCtl4 y analizar sus efectos sobre la localización suboelular de
PacO, se ha estudiado si la expresión de PacO(305-678) (la mitad carboxilo terminal de la
proteina) podía prevenir la localización nuclear del producto primario de traducción de pacorl4
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Figura 51. La expresión de la mitad carboxilo terminal de PacO previene la localización subcelular del
producto primario de traducción de pacO0l4. <A) Análisis por EMSA de PacC con los extractos indicadosde las estirpes pacO0l4 y aItA~::pacC<305-678); pacC0l4. Las estirpes se cultivaron durante 14 horas a
3700 en MFA ácido en condiciones represoras para aIcA~ y el micelio resultante se transfirió a MFA ácido
fresco y se cultivó durante 6 horas más en condiciones de inducción. Se obtuvieron los extractos de las
fracciones nuclear <FN) y citoplásmica <FO) tras el fraccionamiento subcelular de muestras de micelio
recogidas de los cultivos en condiciones de represión <R) y de inducción (1). Asimismo, se obtuvieron
extractos sin fraccionar <ET). Las flecha de bloque blanca indica el complejo proteína-DNA formado por
la forma procesada de Paco (1). La flecha de bloque negra y la flecha azul indican el complejo <II)
formado por los productos primario de traducción de patOy pacO0l4, respectivamente. S.L., sonda libre.
<6) Análisis por westem, utilizando un anticuerpo contra el dominio de unión a DNA de PacO, de los
mismos extractos de la estirpe aItA~::pacC(305-678); pacOcl4 analizados por EMSA. Las flecha de
bloque blanca indica la forma procesada de PacO (F.P.). La flecha de bloque negra y la flecha azul
indican el producto primario de traducción de pat&14 (F.L). <O) Análisis por westem de la proteína
hexoquinasa en los mismos extractos analizados por EMSA en (A).
y/o de la forma procesada de PacO. Para ello se analizó la distribución nucleo-citoplásmica de
Paco en una estirpe merodiploide aIcA~::pacC(305-678>; pac&14 cultivada tanto en
condiciones de represión como de inducción, en comparación con una estirpe pacC0l4
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cultivada en las mismas condiciones. El análisis por EMSA de PacO en extractos proteicos
(Eig. 51A) mostró cómo si bien en condiciones de represión los niveles de los complejos 1 y II
con las fracciones citoplásmica y nuclear de ambas estirpes fueron muy similares, en
condiciones de inducción, aumentaron notablemente los niveles de complejo II con la fracción
citoplásmica de la estirpe merodiploide. Así estos niveles pasaron de ser prácticamente
indetectables (condiciones de cultivo represoras) a ser claramente superiores a los detectados
con la fracción nuclear.
Los resultados del análisis por westem de PacO en los extractos de la estirpe
merodiploide (Fig. S1B) coincidieron con los obtenidos por EMSA, lo que indica que el aumento
de los niveles del complejo formado por el producto primario de traducción en la fracción
citoplásmica en condiciones de inducción se correspondían con un aumento de los niveles de
proteína y no eran debidos, por ejemplo, a un aumento de la afinidad de esta proteína por el
DNA resultante de la coexpresión de PacC(305-678). Estos resultados muestran que la
expresión de PacC(305-678) previene, al menos parcialmente, la localización nuclear del
producto primado de traducción (truncado) codificado por el alelo pacC’14 sin modificar la
localización nuclear de la forma procesada de PacO, favoreciendo la hipótesis de que el
extremo carboxilo terminal de PacO puede interaccionar con otras regiones de la proteína y
que esta interacción puede estar implicada en la modulación negativa de la localización nuclear
del producto primario de traducción de pacC en ausencia de la señal de pH alcalino.
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3. Autorregulación de pacC.
3.1 La forma procesada de PacC no es suficiente para activar la expresión de pacC.
Tilburn et al. (1995) demostraron que en una estirpe pacC4. la transcripción de pacC
aumenta al aumentar el pH del medio de cultivo y que en condiciones de cultivo neutras los
niveles de transcrito de pacO son más altos en una estirpe pacCtl 1 y más bajos en una estirpe
palFIS que en una estirpe pacct Este patrón de transcripción, correspondiente al de un gen
“alcalino”, y el hecho de que existan tres sitios consenso de unión a PacO en el promotor de
pacC sugerían que pacC podría regular positivamente su propia expresión.
El modelo de Orejas et al. (1995) propone que la forma activa de PacO capaz de
prevenir la transcripción de genes “ácidos” y activar la transcripción de genes “alcalinos” es la
forma procesada de la proteína. Esta autorreguladón positiva implica que la forma procesada
de Paco debe activar la expresión de su propio gen, por lo que deberla esperarse que la
expresión simultanea en estirpes diploides de un alelo pacC” <alelos de ganancia de función
que codifican versiones de PacO que se procesan de manera independiente de pH) y un alelo
pacO4. resultara en niveles de Paco más elevados que los resultantes de expresar
simultáneamente dos alelos pacC4.o un alelo pacO4. y un alelo pacC4.11
La figura 52 muestra el análisis por EMSA de PacO en extractos de tres estirpes
diploides, una de ellas homozigótica (pacC4.IpacC4.) y dos de ellas heterozigóticas
(pacC4.IpacC0l4 y pacCVpacot6 04) correspondientes a condiciones de cultivo ácidas y
alcalinas, en comparación, como controles, con estirpes haploides pacC4. y ApacC (esta última
solamente en condiciones de cultivo ácidas). En todos los extractos <excepto en el de la estirpe
ApacC) se detectaron dos complejos de retardamiento correspondientes a la forma sin
procesar (complejo II) y a la forma procesada (complejo 1) de PacO, observándose un tercer
complejo de mayor movilidad electroforética (complejo III) correspondiente a la proteína
codificada por pacC~’76O4 en los extractos del diploide pacc4.IpacC4.17604 (carriles 6 y 7).
Asimismo puede observarse cómo, en iguales condiciones de cultivo (pH ácido o alcalino), los
niveles del complejo II en los extractos de las tres estirpes diploides fueron muy semejantes
entre sí, a pesar de que los niveles de forma procesada en condiciones ácidas fueron mucho
mayores en el heterozigoto pacc4.IpacC”14 (carril 4) que en los otros dos diploides, como
resultado de la expresión del alelo pacC~z. Por otro lado los niveles del complejo III que
aparecen en el extracto de la estirpe pacC4./pacC4.17604 fueron muy similares en las dos
condiciones de cultivo (carriles 6 y 7), a pesar de que en condiciones de cultivo alcalinas los
niveles del complejo 1 <formado por la forma procesada de PacO) son mucho mayores que en
condiciones de cultivo ácidas. Estos resultados no son compatibles en principio con la hipótesis
de una autorregulación positiva de pacC.
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Figura 52. Análisis por EMSA de PacO en estirpes diploides. Se analizaron extractos proteicos de las
estirpes diploides indicadas obtenidos tras cultivar los micelios durante 24 horas en MFA tamponado a
pH ácido <H4.) o alcalino <OH’) suplementado con sacarosa al 3% <p/v) como principal fuente de carbono.Como control se muestran los complejos que se formaron con los extractos de una estirpe silvestre
(jaacO~ obtenidos en las mismas condiciones de cultivo y con un extracto de una estirpe zApatO obtenido
de micelio cultivado en condiciones ácidas <nótese que la mutación zApatO previene el crecimiento a pH
alcalino). Las flechas de bloque blanca y negra indican los complejos formados por la forma procesada
de PacO <1) y el producto primario de traducción de patO <y patOcl4) (II>, respectivamente. La flecha
negra indica el complejo formado por el producto génico de pacO 1604 <III). S.L., sonda libre.
Con el fin de estudiar directamente los efectos de la forma procesada de PacO sobre la
expresión del gen, decidimos comparar los niveles de mRNA de pacO y su producto proteico
en función de la expresión del alelo alcA~::pacC(5-265), que codifica una versión de PacO muy
similar a la forma procesada (ver sección 1.1 de resultados). Para ello, los plásmidos
p[aIcA~::pacC(5-265)] <Fig. 1 SB) o, como control negativo, el plásmido pALO (ver sección2 de
materiales y métodos; Fig. 17), se introdujeron en una estirpe mutante pacc’7604 por
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Estirpe
cwckniento Fosfatasas
alcalinas
Fosfatasas
ácidas
R 1 R 1 R
pacct’604 5 5 - - 8 8
pALc;pacc’t7604 5 5 - - 8 8
aIcA~::pacC<5-265); pacC’”7604 5 3 - 7 8 1
a/cA~::pact(5-678); pecc’t7604 5 4 - 3 8 8
pacC 10 8 5 5 5 5
pacc’14 10 8 7 8 1 1
Tabla 4. Análisis fenotípico de una estirpe patO~’7604 y de transformantes de esta estirpe con los
transgenes a/cA~::patC(5-265) o alcA~::pacO<5-678). Se muestran los datos de crecimiento (a las 48
horas), actividad fosfatasa alcalina y actividad fosfatasa ácida <ambas actividades a las 24 horas) de las
estirpes indicadas cultivadas en medio mínimo tamponado a pH neutro <el gión indica actividad no
detectable). Oomo fuentes de carbono se utilizaron glucosa al 1% <condiciones de represión <R) para
alcAn) o etanol al 1% y glucosa al 0,05% (condiciones de inducción <1) para el promotor). Oomo control,
se muestran los datos fenotípicos de una estirpe pac&14 y una estirpe silvestre (pacO4.). Datos
proporcionados por la Dra. Joan Tilburn (Department of lnfettius Diseases, Emperial Oc/lego Sthoo/ of
Med¡tine, Hammersm¡th Hospital, Londres>.
transformación, seleccionándose por Southern transformantes con una sola copia del plásmido
correspondiente integrado en el locus argB (Fig. 53A). Al utilizarse una estirpe con la mutación
pacC4.17604 (que da lugar a la proteína truncada PacC(5-173 + QSLDLATQIt)) como estirpe
receptora, la única proteína PacO semejante en tamaño a la forma procesada se obtuvo de la
expresión de alcA~::pacC<5-265). Además, ambas proteínas, “residente” y “transgénica”, tenían
tamaños claramente distintos.
El análisis fenotípico de los transformantes seleccionados, en distintos medios
diagnósticos (Joan Tilburn, comunicación personal; tabla 4), mostró cómo en condiciones
represoras (para alcAn) los dos transformantes son indistinguibles de la estirpe receptora. En
condiciones de inducción, la estirpe control continúa siendo indistinguible de la estirpe
receptora (no se detectó tinción específica de fosfatasa alcalina y se detectaron niveles altos de
fosfatasa ácida). Por el contrario, en la estirpe con el transgén alcA~::pacC(5-265) se
detectaron niveles altos de fosfatasa alcalina y bajos de fosfatasa ácida. Estos niveles de
fosfatasa ácida y alcalina fueron similares a los detectados en una estirpe con una mutación
pacol14 <que mimetiza condiciones de cultivo alcalinas). Estos resultados indican que el alelo
paco(5-265) codifica una proteína funcional en cuanto a la activación de las fosfatasas
alcalinas y la represión de las fosfatasa ácidas se refiere, y que es dominante (en condiciones
de inducción) sobre pacC4.17604.
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Los transformantes seleccionados se cultivaron en MFA ácido en condiciones de
represión para alcAn (glucosa al 3%(plv)) durante 14 horas y parte del micelio así cultivado se
transfirió a medio MFA ácido con glucosa al 0,05% (plv) y treonina 100 mM (condiciones de
inducción para alcAt’) cultivándose durante 6 horas más (condiciones idénticas a las usadas en
la sección 1.1). Mediante análisis por el método de northern se determinaron los niveles de
transcrito de pacC a partir de micelio cultivado tanto en condiciones de represión como de
inducción. Paralelamente, se determinaron también los niveles de transcrito del gen ipnA como
prototipo de un gen estructural de expresión predominante a pH ambiental alcalino (Espeso et
al., 1993; Espeso1 1994; Espeso y Peñalva, 1996>. En la figura 530 (panel derecho) puede
apreciarse cómo la inducción del transgén alcA~::pacC(5-265) resultó (al cuantificar los niveles
de transcrito mediante Phosphorimager, normalizados a los niveles de los transcritos de actina)
en un incremento de — cinco veces de los niveles de la transcripción de ¡pnA (compárense los
carriles 2 y 4). Por el contrario, los niveles de transcrito de pacO no sólo no se incrementaron
con la expresión de pacC(5-265) sino que incluso parecieron disminuir (Fig. 530, panel
izquierdo (compárese el carril 4 con los carriles 2 y 3)). Estos resultados muestran que la
proteína PacC(5-265) es capaz de activar la expresión de un gen estructural de expresión
preferente a pH alcalino (ipnA), pero aparentemente no activa la expresión de pacC. (Nótese
que los niveles de transcrito de ¡pnA en la estime control son claramente superiores en
condiciones de inducción (Figura 530, panel derecho, carril 2) con respecto a condiciones de
represión (Figura 530, panel derecho, carril 1), niveles prácticamente indetectables. Este hecho
se debe al efecto represor que la glucosa al 1% (plv) (pero no la treonina 100 mM o la propia
glucosa al 0,05% (P/v)) ejerce sobre la transcripción de 1pM (Espeso et aL, 1993; Espeso,
1994; Pérez-Esteban etal., 1993)).
La figura MA muestra el análisis por EMSA de PacO en extractos proteicos de micelio
cultivado tanto en condiciones de represión como de inducción de tres transformantes de la
estirpe pacC’7604 con una sola copia de los plásmidos pALO, p[alcA~::pacC(5-265>] y
p[alcA~::pacC(5-678)], respectivamente, integrada en el locas argB (Hg. 53A). El último
transformante se obtuvo con el objeto de poder comparar los posibles efectos de la expresión
de PacC(5-265) <es decir una proteína similar a la forma procesada de Pace) con los de la
expresión de PacC(5-678) (el producto primario de traducción> sobre los niveles de la proteína
PacO truncada codificada por pacC ~ 7604. Mientras que en condiciones de cultivo represoras
para alcAn en las tres estirpes transformantes (Fig. 54A carriles 2,4 y 6) se detectaron niveles
muy parecidos de un único complejo de retardamiento <complejo III) correspondiente al
producto de pacC
t 7604, en condiciones de inducción (Fig. 54A carriles 3,5 y 7),los niveles de
complejo III en las estirpes que expresan PacO(5-265) y PacO(5-678) (pero no en la estirpe
control) disminuyeron apreciablemente con respecto a los detectados en condiciones
represoras. La inducción de alcA~::pacC<5-265) dio lugar a la formación de un nuevo complejo
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de retardamiento (complejo IV) correspondiente a la proteína codificada por este alelo y a una
disminución de los niveles de complejo III del orden del 40% (fig. 546), mientras que la
inducción de akzA~::paoC(5-678) dio lugar a la formación de los complejos de retardamiento 1 y
II (este último mayoritario) correspondientes a la forma procesada y sin procesar de PacO,
respectivamente, y a una disminución similar de los niveles de complejo III (Fig. 54B). La
disminución del complejo III podría explicarse, entre otros motivos, por un efecto represor
directo o indirecto de las proteínas PacO(5-265) y PacO(5-678) sobre la transcripción de pacC~’
7604 o, alternativamente, porque la afinidad de estas dos proteínas por la sonda empleada en
el EMSA (ipnA2) fuera mayor que la de la proteína PacO codificada por pacC4.17604. Con
objeto de comprobar esta última posibilidad se compararon por EMSA los niveles de complejo
III detectados con un extracto proteico de una estirpe pacC#7604 con los niveles de este
complejo obtenidos con una mezcla en cantidades iguales de este extracto con extractos de
estirpes alcA~::pacO(5-265) o aIcA~::pacO(5-678) cultivadas en condiciones de inducción. En la
figura 540 puede apreciarse cómo en los tres casos se detectaron niveles muy parecidos del
complejo III (comparar carril 1 con carriles 4 y 5) lo que sugiere que la desaparición del
complejo III no es justificable por una diferente afinidad por la senda de las distintas formas de
PacO.
Figura 53. Efecto de la sobreexpresión de PacO(5-265) sobre la transcripción de pacC en un fondo
pacO~’1604. (A) hibridación por el método de Southern del DNA <digerido con EooRl) de transformantes
de una estime pacc’7604 con copias únicas de los plásmidos pAlO (carril 2), p[alcA~::pacO(5-265)](carril 3) y p[alcA~::pacO(5-678] (carril 4) integrados en argB, utilizando una sonda para argB <en la figura
18 se muestra un esquema de la integración de los dos últimos plásmidos en este locus). Como control
se empleó el DNA de la estime receptora (carriles 1). (B) Esquema del experimento. Las flechas de
bloque roja, amarilla y azul representan los promotores de los genes, altA, patO e ipnA,
respectivamente. En verde y en violeta se indican los genes (rectángulos) pacO e ¡pnA, respectivamente,
así como sus correspondientes mRNAs <línea punteada) y productos génicos <O) Niveles de transcrito de
paco <panel izquierdo) e ipnA (panel derecho> en los transformantes con la construcción alcA~::pacO(5-
265) o el plásmido pALO (control negativo). Los transformantes se cultivaron en MFA ácido 14 horas a
3700 en condiciones de represión para alcAn. El micelio resultante se transfirió a MFA ácido fresco y se
cultivó durante 6 horas más en condiciones de inducción. Se aisló el RNA de muestras de micelio
recogidas tras los cultivos en condiciones de represión (R> e (1) inducción. Los niveles de transcrito de
patO e ipnA se analizaron por el método de northern. Las membranas se rehibridaron con la sonda del
transcrito de actina como control de la equivalencia de cargas de RNA en los distintos carriles. Las
flechas de bloque negra y blanca indican los transcritos de pac047604 y patO(5-265), respectivamente.(D) Ouantificación de los niveles de mRNA de patO e ¡pnA normalizados a los niveles de los transcritos
de las actinas. Los valores se refirieron arbirtrariamente a los del transcrito de patO e ¡pnA en el
transformante con el plásmido pALO tras el cultivo en condiciones de inducción, que se consideraron
100%.
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En exposiciones menores del EMSA mostrado en la figura 54A (resultados no
mostrados) pudo apreciarse cómo con los extractos de los merodiploides alcA~::pacC(5-265);
pacC4.17604 y alcA~::pacC(5-678); pacC4.17604 obtenidos en condiciones de inducción para
alcAn <carriles 5 y 7) la disminución de los niveles del complejo III con respecto a las
condiciones de represión fue acompañada de una disminución de la cantidad de senda libre no
justificada por la aparición de los nuevos complejos. Esta desaparición simultánea del complejo
III y de la senda libre sería explicable si la coexpresión tanto de PacC(5-265) como de PacO(5-
678) con el producto de paco’7604 promoviera la formación de un complejo proteico capaz de
unirse al DNA, pero con un tamaño lo suficientemente grande como para ser excluido del gel
de poliacrilamida. En cualquier caso, los resultados arriba expuestos no sólo no favorecen la
hipótesis de una autorregulación positiva de la transcripción de pacC, sino que, además,
plantean nuevos interrogantes relacionados con posibles interacciones entre las distintas
formas de la proteína.
Al igual que ocurre en un fondo genético pacC~’7604, en un fondo genético palAl la
proteína PacO(5-265) no parece activar la expresión de pacC. La mutación palAl es una
mutación de pérdida de función en el gen palA que, al igual que las mutaciones de pérdida de
función en los restantes genes pal, mimetiza condiciones de cultivo ácidas (Oaddick et al.,
1986a; Sha et al 1991; Arst et al 1994>. En una estirpe palAl, la ruta de transducción de la
señal de pH ambiental alcalino está bloqueada, de forma que PacO no puede activarse y la
mayor parte de la proteína se encuentra como producto primario de traducción (Orejas et al.,
1995; sección 1.1 de resultados). El análisis fenotípico en medios diagnósticos (TablaS) de una
Figura 54. Efecto de la sobreexpresión de PacO(5-265) o PacO(5-678) sobre los niveles del producto
génico de pacC4.17604. <A) Análisis por EMSA de PacO en extractos proteicos de transformantes de la
estirpe pacO4.17604 con los transgenes altA~::pacO(5-265),alcA~::pacO<5-678) o con el plásmido pALO
<estirpe control). Las estirpes se cultivaron 14 horas a 3700 en MFA ácido en condiciones represoras y el
micelio resultante se transfirió a MFA ácido fresco y se cultivó durante 6 horas más en condiciones de
inducción. Se obtuvieron extractos de muestras de micelio recogidas tras el crecimiento en condiciones
de represión (R) e inducción <1). Oomo control se muestran los complejos PacO-DNA que se formaron
con un extracto de una estirpe silvestre (pacC) cultivada 24 horas a 3700 en MFA ácido suplementado
con sacarosa al 3% <plv) como principal fuente de carbono. Las flechas de bloque blanca y negra indican
los complejos DNA-proteína formados por la forma procesada <1) y el producto primario de traducción
PacO <II), respectivamente. Las flechas negras indican los complejos formados por los productos gónicos
de pac047604 (III) o pacC(5-265) <IV). (B) Ouantificación de los niveles de complejo III detectados en el
panel A. En cada caso los niveles de radiactividad de este complejo se normalizaron a la radiactividad
total medida en el carril correspondiente. Los valores están referidos a los niveles detectados en la
estirpe control tras el cultivo en condiciones de represión al que se le asignó el valor 100%. (0) Análisis
por EMSA de PacO en extractos de una estirpe pacO4.11604 (carril 1) y de transformantes de la estirpe
ApacC con los transgenes a/cA~::pacO(5-265)(carril 2) o aIcA~ pacO(5-678) (carril 3). Se analizaron 5 pg
de los extractos por separado (carriles 1, 2 y 3) o bien mezclas de cantidades iguales <5 iig de cada uno)
de los extractos 1 y 2 <carril 4) ó 1 y 3. (carril 5). Los extractos se mezclaron justo antes de la incubación
con el DNA. La estime pacO4. 7604 se cultivó 20 h a 3700 en MEA ácido suplementado con sacarosa al
3% (plv) como principal fuente de carbono y los transformantes de la estirpe zApatO se cultivaron 14
horas en MFA ácido, en condiciones de represión y 6 horas más en condiciones de inducción para alcAn.
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Estirpe
Crecimiento Fosfatasas
alcalinas
Fosfatasas
ácidas
R 1 R 1 R
pa/Al 6 6 - - 8 8
alcA~::patC(305—678); pa/Al 5 4 - - 8 8
aIcA~::patC<’5-265); palAl 5 3 - 6 6 1
pacO’ 10 8 5 5 5 5
pat 0r14 10 8 7 6 1 1
Tabla 5. Análisis fenotipico en medio sólido de una estirpe pa/Al y de transformantes de esta estirpe con
los transgenes aItA~zpatC(5-265) o altA~::pacC(305-676).Se muestran los datos de crecimiento (a las
48 horas), actividad fosfatasa alcalina y actividad fosfatasa ácida <ambas actividades medidas a las 24 h)
de las estirpes indicadas cultivadas en medio mínimo tamponado a pH neutro <el guión indica actividad
no detectable>. Como fuentes de carbono se utilizaron glucosa al 1% (condiciones de represión <R) para
a/cAn) o etanol al 1% y glucosa al 0.05% (condiciones de inducción (1) para el promotor). Como control,
se muestran los datos fenotípicos de una estirpe pacCCl4 y una estime silvestre (pacO4.). Datosproporcionados por la Dra. Joan Tilburn (Department of /nfettius Diseases, Empeñal Col/ege Schoo/ of
Meditine, Hammersm¡th Hosp¡ta/, Londres).
estirpe pa/Al y de sendos transformantes de esta estirpe con una única copia (en argB), bien
de la construcción alcAtpacO<5-265) o de la construcción alcA~::pacC<3O5-678) (control
negativo), mostró cómo en condiciones de represión para alcAn el fenotipo de estos
transformantes es indistinguible del de la estirpe receptora pa/Al (niveles indetectables de
actividad fosfatasa alcalina y muy elevados de actividad fosfatasa ácida), mientras que en
condiciones de inducción, si bien la expresión de PacO<305-678) no modifica el fenotipo de la
estirpe receptora, la expresión de PacO(5-265) da lugar a un fenotipo de mimesis de
alcalinidad (niveles altos de actividad de fosfatasa alcalina y muy bajos de actividad fosfatasa
ácida) prácticamente indistinguible del de una estime pacC0l4. Estos datos muestran, de
nuevo, que el alelo alcA~::pacC(5-265) <en condiciones de inducción) es un alelo de ganancia
de función, epistático sobre la mutación palAl.
Oon objeto de analizar los efectos de la expresión de PacO(5-265) sobre los niveles de
la proteína PacO “residente” se llevo a cabo un experimento de expresión transitoria de igual
forma a la ya descrita varias veces en esta tesis. Así, la estirpe pa/Al receptora y los dos
transformantes mencionados, se cultivaron <en MFA ácido) durante 14 horas en condiciones de
représión para alcAn y posteriormente durante 6 horas más en condiciones de inducción para
este promotor. El análisis por EMSA de PacO en extractos proteicos (Fig. 55B) mostró cómo
antes de la inducción se detectaron en las tres estirpes (carriles 2, 4 y 6) altos niveles de
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Figura 55. Efecto de la expresión de PacO<5-265) sobre los niveles del producto primario de traducción
de PacO en un fondo pa/Al. <A) Esquema del experimento. Las flechas de bloque verde y amarillas
representan los promotores de los genes a/cA y pacC, respectivamente y los rectángulos verde y rosa
las secuencias codificantes de PacC<5-265) y PacO<266-678), respectivamente. La acción positiva de
PacO(5-265) sobre la expresión de pato <rectángulo verde y rosa) daría lugar a un incremento en los
niveles del producto primario de traducción, ya que en un fondo paJA1 el procesamiento de PacO está
bloqueado. (B) Análisis por EMSA de PacO en extractos de una estirpe pa/Al <estirpe receptora) y de
transformantes de esta estirpe con los transgenes altA~npacO(3O5-678)(control negativo) o
altA~::pacC(5-265). Las estirpes se cultivaron 14 horas a 3700 en MFA ácido en condiciones represoras
para aIcA~ y el micelio resultante se transfirió MFA ácido fresco y se cultivó durante 6 horas más en
condiciones de inducción. Los extractos analizados se obtuvieron de muestras de micelio recogidas tras
el crecimiento en condiciones de represión (R) e inducción (1). Oomo control se muestran los complejos
que se formaron con un extracto de una estirpe pa/Al cultivada 24 horas a 3700 en MFA ácido
suplementado con sacarosa al 3% (plv) como principal fuente de carbono. Las flechas de bloque blanca
y negra indican los complejos DNA-proteína formados por la forma procesada de PacO (1) y por el
producto primario de traducción de patO <II), respectivamente. La flecha negra indica el complejo
formado por la proteína PacO<5-265) (IV). (O) Análisis por western de los mismos extractos analizados
por EMSA. Se utilizó un anticuerp9 contra el dominio de unión a DNA de PacO. Como controles, se
analizaron extractos de una estirpe patO4. o una estirpe zIpacO obtenidos de micelios cultivados durante20 horas a 3700 en MFA con sacarosa al 3% <p/v) y tamponado a pH ácido (H4.) o alcalino (0H), según
se indica. F.L, producto primario de traducción de PacO. PP. forma procesada de PacO.
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producto primario de traducción (complejo II) y niveles apenas detectables de la proteína
procesada (complejo 1). Tras la inducción los niveles de estas dos formas de la proteína no
variaron en ninguna de las tres estirpes <carriles 3, 5 y 7) pero aparecieron altos niveles de
PacO(5-265) (complejo IV) en la estirpe transformada con altAp::pacO(5-265). Los resultados
del análisis por westem (Fig. 550) de estos mismos extractos fueron muy similares a los
obtenidos por EMSA. Estos resultados muestran que, al igual que en un fondo genético pacO4.t
7604, la expresión de PacC(5-265) en un fondo genético palAl, si bien resulta en mimesis de
alcalinidad, no da lugar a un incremento detectable de los niveles de producto primario de
traducción de pacO (cuyo procesamiento está bloqueado por la mutación palA1). Estos
resultados de nuevo están en contra de una autorregulación positiva de la expresión de pacO.
3.2 La forma sin procesar de PacC parece modular negativamente la función pacC.
Con objeto de estudiar si el producto primario de traducción de pacO desempeña alguna
función, se han estudiado los efectos a nivel fenotípico de la sobreexpresión de PacO<5-678)
en estirpes patC y pacc’14, tanto en un fondo genético palK como en un fondo palAl, en
comparación con los efectos de la sobreexpresión de PacO<5-265). Oon este fin se obtuvieron
transformantes en los fondos genéticos mencionados con una única copia del transgén
alcA~::pacC(5-678) o del transgén alcAr::pacC(5~265) integrada en argB. Como control, se
usaron estirpes con estos transgenes en un fondo genético ApacC (sección 1.1 de resultados).
El análisis fenotipico de las estirpes merodiploides (fondos paco4. y pacC0l4) en medios
diagnósticos mostró cómo en un fondo pa/A4. la expresión de PacO(5-678) (Fig. 56A) resulta en
una pérdida parcial de función pato. Así, mientras que en condiciones de represión el fenotipo
de los merodiploides es prácticamente indistinguible del de las estirpes receptoras (pacO4. o
pacC’14), la expresión de PacO(5-678) <inducción) resultó en una ligera pérdida de función
pacO en un fondo genético pacO4. (disminuyó la actividad fosfatasa alcalina) y en una clara
atenuación del fenotipo de ganancia de función en un fondo pacO’14 (aumentaron y
disminuyeron las actividades fosfatasa ácida y alcalina, respectivamente). En este último caso,
los niveles de actividad fosfatasa ácida llegaron a ser similares a los de una estirpe pacc y los
niveles de actividad fosfatasa alcalina ligeramente menores, por lo que el fenotipo resultante es
muy similar al silvestre. En un fondo pa/Alía expresión de PacO<5-678) en las estirpes pacO4.
(datos no mostrados) y pacC’14 (la mutación pacCtl4 es epistática sobre la mutación pa/Al)
<Fig. 56B) resultó en un fenotipo indistinguible del de una estirpe palAl (en cuanto a
sensibilidad al pH alcalino, neomicina y actividad de fosfatasa ácida)Estos resultados indican
que el alelo pacO(5-678) (en condiciones de inducción) es un dominante negativo del alelo
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pacO’14, lo que sugiere que el producto primario de traducción de pacO no es inactivo y
modula negativamente la función pacO.
En una estirpe pacO4., tanto en el fondo genético palA$ como en el fondo paIAl, en
condiciones de inducción, la expresión de PacC(5-265) (versión de PacO semejante en tamaño
a la forma procesada) dio lugar a un fenotipo pacC (Fig. 56A y B), lo que indica que el alelo
pacO(5-265) (en condiciones de inducción) es dominante sobre el alelo silvestre y, de acuerdo
con resultados ya mostrados en varias secciones de esta tesis, es epistático sobre la mutación
palAl - En condiciones de represión los merodiploides fueron indistinguibles de las estirpes
receptoras de transformación.
Con objeto de estudiar a nivel molecular los posibles efectos sobre PacO de la
sobreexpresión de PacO(5-678) en comparación con la sobreexpresión de PacO(305-678)
(mitad carboxilo terminal de la proteína) o de una nueva versión de PacO, PacO(5-234::265-
678) (PacOAl), que se procesa constitutivamente (1 e. independientemente de pH), se
obtuvieron transformantes en los dos fondos genéticos mencionados con copias únicas de los
transgenes alcAh:pacC(305-678) o alcA~::pacO(5-234::265-678) integradas en ai’pB. Asimismo,
se obtuvo un transformante de la estirpe ApacO con una copia del último transgén mencionado
integrada en el mismo locus (Fig. 570). Los merodiploides, así como las estimes parentales, y
los transformantes de la estirpe ApacO con los transgenes aIcA~::pacO(5-678) o alcA~::pacO(5-
234::265-678) se cultivaron 14 horas <en MFA ácido) en condiciones represoras y 6 horas
adicionales en condiciones de inducción. La figura 57A muestra el análisis por EMSA (en
condiciones de alta resolución) de PacO en extractos proteicos obtenidos tras el cultivo en
condiciones de inducción. Tanto en la estirpe paco como en la estirpe pacOtl4 <carriles 9 y
10) se detectaron los dos complejos de retardamiento correspondientes a la forma procesada
de PacO (complejo 1) y al producto primario de traducción (complejo II) (truncado en el caso de
la estirpe pacC”14). En la estirpe pacC’14 (condiciones de inducción) el complejo 1 fue
mayoritario (prácticamente no se detectó el complejo II) y en la estirpe pacC4. los niveles de
este complejo fueron aproximadamente el doble que los niveles de complejo II. La expresión de
PacO(5-678) tanto en un fondo genético ¿lpacC como en un fondo pacC dio lugar a un perfil
electroforético “especular’ al observado en una estirpe pacO4., de forma que en ambos casos
aumentaron los niveles del complejo II, disminuyeron los del complejo 1 y, en consecuencia,
disminuyó la relación entre la forma procesada de PacO y el producto primario de traducción
con respecto a la estirpe pacO4. (lo que podría explicar porqué en los dos casos el fenotipo
resultante es de pérdida de función parcial con respecto al fenotipo de una estirpe pacC (Fig.
56A), vide ¡nfra). En un fondo pacO0l4 la expresión de PacO<5-678) (carril 6) causó un
incremento del complejo II y una disminución muy notable del complejo 1, con lo que la relación
entre la forma procesada de PacO y los productos primarios de traducción (codificados por los
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alelos pacO4. y pacCl4) disminuyó. Como control, la expresión de PacC(305-678) (mitad
carboxilo terminal de la proteína) en los fondos genéticos pecc y pecO0 14 no resultó en ningún
efecto significativo ni a nivel fenotípico (Fig. 56A) ni a nivel molecular (en comparación con las
estirpes receptoras). Estos resultados muestran, que en los fondos genéticos pacC4. y pacCtl4,
el fenotipo resultante (perdida parcial de función pacO, vide supra) de la expresión en trans de
PacO(5-678) se correlaciona con una disminución de la relación entre la forma procesada de
PacC y los distintos productos primarios de traducción, lo que sugiere que el producto primario
de traducción de pacc no es inactivo y parece modular negativamente la función pacO.
Una exposición mayor del EMSA (Fig. 57B) reveló la presencia de un nuevo complejo
(que no había sido previamente detectado) de movilidad electroforética menor a la de los
complejos 1 y II al expresar PacC(5-678) en los tres fondos genéticos, pero no al expresar
PacC(305-678). El hecho de que la movilidad electroforética de este nuevo complejo fuera
mayor en un fondo pacO”14 que en los otros dos fondos genéticos, sugiere que el producto
primario de traducción está presente en este complejo. La disminución de los niveles del
complejo 1 que se producen al expresar PacO(5-678) en un fondo genético pacC’14 (vide
aupra) podría explicarse si en la formación del nuevo complejo participara también la forma
procesada de la proteína. Estos resultados sugieren que el producto primario de traducción de
pecO puede promover la formación de complejos proteicos con otras versiones de la proteína,
y que su posible actividad moduladora (negativa) de la función pacO puede estar relacionada
con la formación de estos complejos.
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1. Activación proteolítica de PacC en respuesta a un pH ambiental alcalino.
Según el modelo de Orejas et aL (1995) de la regulación por pH ambiental de la
expresión génica en A. nidu/ans, PacO se mantiene en una conformación inactiva mediante
interacciones intramoleculares en las que participa el extremo carboxilo terminal de la proteína.
En respuesta a un pH ambiental alcalino y como consecuencia de la transducción de esta señal
mediada por los productos codificados por los genes pal, las interacciones intramoleculares se
desestabilizan y Pace adquiere una conformación que permite su activación proteolítica
mediante la eliminación de unos 400 residuos carboxilo-terminales de la proteína. La forma
procesada resultante es capaz de activar la transcripción de genes “alcalinos” y prevenir la
transcripción de genes “ácidos”.
La primera parte de los resultados de esta tesis proporciona evidencias a favor de dos
aspectos claves de este modelo: (i) la existencia de una relación precursor producto entre las
dos formas de Pace y (u) que el paso regulado por el pH ambiental es la transición de PacO
de una conformación no accesible a una conformación accesible a la proteasa procesativa.
Adicionalmente, se establece el límite carboxilo terminal de la forma procesada de PacO y se
demuestra que el procesamiento no afecta al extremo amino terminal de la proteína.
Los estudios de expresión transitoria confirmaron la hipótesis de la relación precursor
producto entre las dos versiones de PacO detectadas en extractos de A. n¡dulens. Estos
estudios mostraron, en primer lugar, que el producto primario de traducción de pacO tiene una
vida media relativamente corta, como resultado de su conversión en la forma procesada de la
proteína y, en segundo lugar, que la ruta de transducción de la señal de pH ambiental alcalino
codificada por los genes pal es necesaria para que PacO pueda procesarse, de forma que la
ausencia de una ruta pal funcional estabiliza significativamente el producto primario de
traducción sin afectar a la estabilidad de la forma procesada de PacO. Estos resultados, sin
embargo, no descartan la posibilidad de que la forma procesada de PacO pueda obtenerse por
un mecanismo de procesamiento cotraduccional similar al descrito para la obtención de la
subunidad pSO de NF-KB (Lin et aL, 1998). Tanto p50 como píOS están codificados por el gen
NFKBI de forma que el producto primario de traducción de este gen, píOS, contiene pSO en su
mitad amino terminal. El hecho de que se sintetice pSa o píOS depende de la velocidad de
traducción del mRNA de NFKBI. Si la velocidad de traducción es rápida, la liberación del
polipéptido completo permite su plegamiento rápido y la proteína sintetizada es píOS, mientras
que si la velocidad de traducción es lenta la degradación proteolítica del extremo carboxilo
terminal del polipéptido (que se pliega más lentamente que el extremo amino terminal cuando
está unido al ribosoma) mediada por el proteosoma, da lugar a la síntesis de p50. Si un
mecanismo similar operara en el caso de Pace (para lo cual no existe evidencia experimental
alguna), podría ocurrir que en ausencia de la señal de pH ambiental alcalino la proteína se
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plegara correctamente según se fuera traduciendo, obteniéndose la forma entera de la
proteína, y que en condiciones de pH ambiental alcalino, la modificación de la proteína
mediada por los productos codificados por los genes pal impidiera el plegamiento del extremo
carboxilo terminal (previniendo las interacciones de este extremo con otros residuos de la
proteína) lo que permitirla su degradación proteolítica y la obtención, en consecuencia, de la
forma procesada de PacO.
Mediante el uso de una estirpe con una mutación pacC5O4, que resulta en el cambio
MSI y obliga al uso del codón AUGI como codón de inicio de la traducción, se demuestra en
esta tesis que el procesamiento proteolítico de PacC no afecta a los residuos del extremo
amino terminal de la proteína y que el principal codón AUG de iniciación de la traducción es el
codón 5, cuyas secuencias flanqueantes se ajustan mejor que las del codón AUG 1 a la
secuencia consenso del entorno de un AUG preferente de iniciación del gen areA de A.
nidulans (Arst y Sheerins, 1996). El hecho de que la mutación pacOSO4 no resulte en un
fenotipo de pérdida de función indica que el codón 1 puede utilizarse como inicio de la
traducción. Es probable, por tanto, que en una estirpe pacO4. una parte minoritaria de la
traducción se inicie en este codón.
La actividad de la proteasa procesativa de Paco no parece estar regulada por el pH
ambiental ya que las mutaciones pacC’ que resultan en truncamientos de regiones carboxilo-
terminales de PacO y mimetizan los efectos de un medio de cultivo alcalino se procesan
independientemente de cuál sea el pH ambiental (Orejas et aL, 1995; Mingot et al., 1999;
sección 1.4.1 de resultados), lo que sugiere que el paso regulado por el pH ambiental es la
transición de PacO de una conformación no accesible a una conformación accesible a la
proteasa procesativa y no la actividad de la proteasa. Las versiones de PacO con
truncamientos del extremo carboxilo terminal, al prevenir las interacciones entre este extremo y
otros residuos de la proteína, estarían siempre en una conformación accesible a la proteasa
procesativa. Este modelo implica la predicción de que mutaciones que afectaran a otras partes
de la proteína podrían disrrumpir también las interacciones con el extremo carboxilo terminal y
resultar, por tanto, en el procesamiento constitutivo de PacO y en un fenotipo pacO’, y, por otra
parte, que las mutaciones que impidieran la recepción de la señal de pH ambiental alcalino o
que bloquearan la proteína en la conformación no accesible a la proteasa procesativa
resultarían en un fenotipo de pérdida de función que mimetizaría los efectos de un pH
ambiental ácido. Las mutaciones pacO’39, pacC’63 y pacO”69, que resultan en los cambios
L259R, L266F y L340S, respectivamente, podrían corresponder al primer tipo de las
mutaciones indicadas y los residuos L259, L266 y L340 podrían estar, por tanto, implicados
directa o indirectamente en las interacciones con el extremo carboxilo terminal de la proteína.
El hecho de que versiones de PacO con deleciones entre los residuos 235 y 264 o 251 y 270
se procesen constitutivamente (Eliecer Díez, comunicación personal) confirma que las regiones
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de Paco próximas al sitio de procesamiento están implicadas en interacciones que previenen el
procesamiento y constituye una evidencia en contra de la interpretación alternativa de que las
sustituciones L259S y L266F aumenten la afinidad de la proteasa procesativa. La implicación
del residuo L340 en interacciones con el extremo carboxilo terminal de la proteína ha sido ya
confirmada (resultados de nuestro laboratorio).
Las mutaciones patO~‘207y patCt2O2O5 podrían corresponder al segundo tipo de las
mutaciones descritas, de forma que tanto el residuo Y455 (sustituido por N en la versión de
PacO codificada por patCt07) como uno o más residuos de la región comprendida entre los
aminoácidos 465 y 540 (deleción resultante de la mutación pacC’20205) podrían estar
implicados en la recepción de la señal de pH ambiental alcalino o en las consecuencias a nivel
cenformacional resultantes de la recepción de esta señal.
Finalmente, el análisis de los tamaños de versiones de Paco codificadas por una serie
de alelos con mutaciones que resultan en truncamientos de la proteína en zonas próximas al
límite de procesamiento, en comparación con el tamaño de la forma procesada de PacO, ha
permitido determinar la existencia de cierta heterogeneidad en el extremo carboxilo terminal de
esta última y establecer dos límites de procesamiento para la proteasa procesativa (sección 1.3
de resultados; Fig. 24). El limite más amino terminal se localiza dentro de la secuencia Lys252-
Lys253-Arg254, o en una zona muy próxima a esta secuencia, y el límite más carboxilo
terminal estaría separado por aproximadamente, cuatro residuos del sitio del primer corte.
2. Localización nuclear de PacC en respuesta a un pH ambiental alcalino.
Puesto que el lugar de acción de los factores de transcripción en células eucariotas es
el núcleo, una forma posible de regular su actividad consiste en regular su localización nuclear,
de forma que el factor de transcripción sólo se localiza en el núcleo en respuesta a las señales
ambientales que resultan en su activación. En muchos casos la modulación negativa de la
localización nuclear esta mediada por dominios en “cis” que pueden enmascarar una NLS
(como en el caso de NF-KB), interaccionar con otras proteínas que retienen al factor de
transcripción en el citoplasma (este es el caso de la proteína Xnf7 de Xenopus) o pueden ser
necesarios para el anclaje del factor de transcripción a distintas membranas celulares (un
ejemplo es la proteína SREBP). En todos estos casos, la activación del factor de transcripción
implica la eliminación proteolitica del dominio modulador, lo que permite que el factor de
transcripción se localice en el núcleo.
El estudio de la distribución nucleo-citoplásmica de PacO en distintas estirpes de A.
n¡dulans ha permitido establecer que el pH ambiental, al regular el cambio entre una
conformación no accesible <“cerrada”) y una conformación accesible (“abierta”) de PacO a la
proteasa procesativa, no sólo regula su procesamiento proteolítico (Orejas et aL, 1995), sino
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también y de forma simultanea su localización nuclear, de forma que la eliminación proteolítica
de aproximadamente el 60% de los residuos carboxilo terminales de PacO resulta en su
localización nuclear. Así, la forma procesada de PacO se localizó preferentemente en la
fracción nuclear y la proteína codificada por pacC’50, de tamaño similar a la forma procesada
de PacO, también se localizó preferentemente en esta fracción. Por el contrario, en ausencia
de una ruta funcional de tranaducción de la señal de pH ambiental alcalino (mutaciones pat), el
producto primario de traducción de pacO, que se mantiene en una conformación “cerrada” y
consecuentemente no se procesa, se localizó casi exclusivamente en el citoplasma. El hecho
de que versiones mutantes truncadas de PacO semejantes en tamaño a la forma procesada de
la proteína se localizaran preferentemente en el núcleo tanto en un fondo pa/A4. como en un
fondo peíA1 indica que, como cabría esperar de la relación epistática, la localización nuclear de
la forma procesada de PacC es independiente de la transducción de la señal del pH ambiental
alcalino.
En una estirpe pacO’14 (mutación de ganancia de función que resulta en una proteína
Pace truncada en el aminoácido 492) la pequeña proporción del producto primario de
traducción de pacC’14 que no se procesa se localizó preferentemente en el núcleo, lo que
sugiere que el dominio de PacO que modula negativamente su localización nuclear debe estar
comprendido entre los aminoácidos 492 y 678 (extremo carboxilo terminal de la proteína). El
hecho de que la expresión de PacC(305-678) (codifica la mitad carboxilo terminal de Paco) en
una estirpe pacC’14 previniera en parte la localización nuclear del producto primario de
traducción de pacO94 (Fig. 51) refuerza la hipótesis de que el extremo carboxilo terminal de
Paco está implicado en la modulación negativa de la localización nuclear de PacO y constituye
una evidencia indirecta de que la mitad carboxilo terminal de PacO interacciona con otras
partes de la proteína.
La observación de que en una estirpe pacO4. parte del producto primario de pacO se
localizó en el núcleo y parte en el citoplasma mientras que en una estirpe pat se localizó casi
exclusivamente en el citoplasma sugiere que el producto primario de traducción de pecO en la
conformación “abierta” puede localizarse en el núcleo y que por tanto el pH ambiental
probablemente no sólo regula la localización nuclear de PacO al “disparar’ el procesamiento
proteolítico sino también al provocar el cambio entre las conformaciones “cerrada” y “abierta”
de la proteína. Este hecho implicaría además que el extremo carboxilo terminal de PacO sólo
modula negativamente su localización nuclear en la conformación “cerrada” de la proteína. Si
bien se desconoce el mecanismo mediante el cual tiene lugar esta modulación negativa, podría
ocurrir que el extremo carboxilo terminal de Paco (en la conformación cerrada de la proteína)
enmascarara una posible señal de localización nuclear (como en el caso de la proteína píOS),
interaccionara con otra u otras proteínas que retuvieran a PacO en el citoplasma (como en el
caso del factor Xnf7 de xenopus) o bien que contuviera una señal de exportación nuclear que
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solamente se enmascararía en respuesta a la señal de pH ambiental alcalino. De hecho, podría
ocurrir que al igual que en el caso de otros factores de transcripción (como el factor Pho4 de
Sacharomices o el factor NF-AT en humanos) la localización nuclear de PacO se regulara
modulando tanto su importación como su exportación nuclear y la proteína podria contener una
señal de importación y otra señal de exportación nuclear. A un pH ambiental ácido la primera
estaría enmascarada y la segunda sería accesible al correspondiente receptor/transportador de
exportación y en respuesta al pH ambiental alcalino (señal activadora de Pace) se inactivaría la
señal de exportación nuclear y la señal de importación se desenmascararía. Los experimentos
de esta tesis no están dirigidos a discriminar entre estas posibilidades.
El estudio mediante microscopia de fluorescencia de la localización subcelular de Pace
en medios tamponados a distintos valores de pH permitió comprobar “in vivo que el pH
ambiental regula la localización subcelular de PacO y que la ruta de transducción de la señal de
pH ambiental alcalino es necesaria para esta regulación. Este estudio mostró que en un fondo
paIA4. al aumentar el pH del medio de cultivo PacO se localizó preferentemente en el núcleo,
mientras que en un fondo genético pat la localización subeelular de Paco fue preferentemente
citoplásmica y no varió al aumentar el pH del medio de cultivo. Los mismos resultados se
obtuvieron al analizar la distribución núcleo-citoplásmica de GEP::PacO<5-678) (mediante
fraccionamiento subcelular y posterior análisis de Pace por EMSA) en un experimento idéntico
al realizado in vivo, lo que indica que ambos métodos de estudio son internamente
congruentes.
La secuencia 252-KKR... KRR-269 de Pace, parte de la cual está incluida en la forma
procesada de la proteína, se ajusta perfectamente a la secuencia consenso de una NLS de tipo
bipartita. En esta tesis se presentan evidencias de que esta secuencia no es una NLS. En
primer lugar, se ha comprobado in vivo que esta secuencia no es necesaria para la localización
subcelular de versiones de PacO semejantes a la forma procesada de la proteína. Así, las
proteínas PacC(5-250)::GFP, PacC(5-265)::GFP y PacC(S-273)::GFP que incluyen versiones
de Pace truncadas antes, en un punto intermedio o inmediatamente después de la secuencia
252-KKR... KRR-269, respectivamente, se localizaron preferentemente en el núcleo tanto en un
fondo genético peíA4. como en un fondo genético palAl. En segundo lugar, una región de Paco
conteniendo la secuencia 252-KKR...KRR-269 más 10 aminoácidos hacia el extremo amino
terminal y 11 aminoácidos hacia el extremo carboxilo terminal <pacO(241-280)) fue incapaz de
dirigir la localización nuclear de la proteína GFP.
El análisis de la versión de Pace codificada por pacCzlI mostró cómo está proteína se
procesa constitutivamente y que la forma procesada resultante es indistinguible de la forma
procesada de PacO, a pesar de que este alelo codífica una proteína menor (30 residuos
menos) que la proteína silvestre y carece del sitio de procesamiento. Este resultado, así como
el estudio del procesamiento de proteínas codificadas por alelos con otras deleciones que
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también incluían el sitio de procesamiento (Eliecer Díez, comunicación personal) sugieren que
la deleción de esta región favorece el procesamiento de PacC y que la proteasa procesativa de
PacC reconoce alguna secuencia o motivo estructural situado en un punto más amino terminal
del residuo 235 y corta la proteína en un punto situado en una zona más carboxilo terminal de
este residuo (Eliecer Díez, comunicación personal). El hecho de que las proteínas quiméricas
PacC(5-250)::GFP, PacC(5-265)::GFP y PacC(5-273)::GEP se procesen (si bien este proceso
es poco eficaz) en los dos fondos genéticos y que la forma procesada resultante sea de igual
tamaño que la forma procesada de Pace está de acuerdo con el hecho de que la secuencia o
motivo estructural reconocido por la proteasa procesativa de Pace sea más amino terminal al
sitio de corte o límite de procesamiento de esta proteasa (procesamiento de PacC(5-
250)::GFP) e indica que los residuos de PacC más carboxílo terminales del aminoácido 250 no
contienen elementos de secuencia o estructurales absolutamente esenciales para la obtención
de la forma procesada de PacO.
En un principio, proteínas de Mr menor a 40-60 kDa pueden difundir a través de los
NPCs mientras que para que proteínas de mayor Mr puedan localizarse en el núcleo deben ser
transportadas a su interior mediante un proceso que requiere energía y la presencia en la
proteína de una señal de importación al núcleo. La localización preferentemente nuclear de las
proteínas de fusión PacO(5-250)::GFP, PacC(5-265)::GFP y PacO(S-273)::GFP cuyas M, están
comprendidos entre 53,571 y 56,341 kDa (Fig. 400) sugiere que en la región de PacO
comprendida entre los aminoácidos 5 y 250 podía haber un determinante de localización
nuclear. El estudio in vivo de la localización subcelular de las proteínas quiméricas
GFP::PacC(S-1 73), GFP::PacC(66-173), GFP::PacO(66-250) y GFP::PacO(173-250), que
contienen GFP y distintas regiones del extremo amino terminal de PacO comprendidas entre
los aminoácidos 5 y 250, ha mostrado que los dedos de zinc de PacO son suficientes para
localizar la GFP en el núcleo de forma que las tres proteínas quiméricas conteniendo la región
de los dedos de zinc (incluyendo GFP::PacC(66-1 73) que sólo contiene esta región de PacO)
se localizaron preferentemente en el núcleo mientras que la localización subcelular de
GFP::PacC(173-250), la única de las cuatro proteínas de fusión que no contiene los dedos de
zinc, fue indistinguible de la de la GFP (Fig. 48).
La Mr de las proteínas GFP::PacC o PacO::GFP analizadas en esta tesis, que contienen
regiones de la mitad amino terminal de Paco y que se localizan preferentemente en el núcleo
(todas ellas contienen la región de los dedos de zinc) está comprendida entre 39878 y 56,341
kDa. Esta M, ronda el límite de exclusión teórico (40-60 kDa) de los NPOs, Por lo que, en
principio, la localización preferentemente nuclear de estas proteínas podría explicarse por dos
posibles mecanismos: i) que las proteínas entrasen en los núcleos por difusión y quedasen
retenidas en su interior por su unión al DNA y u) que la secuencia de los dedos de zinc
constituya o incluya una señal de importación al núcleo.
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Si bien los resultados de esta tesis no permiten descartar formalmente ninguna de estas
posibilidades, el mecanismo de la difusión y posterior retención nuclear es poco frecuente y si
bien los NPOs aparentemente permiten la difusión entre el citoplasma y el núcleo de proteínas
de M, menor a 40-60 kDa, a excepción de la subunidad catalítica de la PKA (Harootunian et aL,
1993) no se ha demostrado que ninguna proteína que desempeña su función en el núcleo
pueda entrar en estos orgánulos por difusión, e incluso pequeñas proteínas nucleares, como
las histonas, son transportadas activamente al núcleo (Breeuer y Goldfarb, 1990). Por otra
parte, al menos en levaduras> existen ejemplos de que la capacidad de unirse al DNA no es
suficiente para que las proteínas reguladoras se localicen preferentemente en el núcleo (Silver
etat, 1986).
En muchos factores de transcripción la señal de importación nuclear se localiza muy
cerca del dominio de unión al DNA. Este es el caso de c-Fos, c-Jun, Myc, Max, MyoDl
(revisado por Boulikas et al., 1994), Gal4p (proteína cuyos 147 primeros aminoácidos son
suficientes para que pueda unirse al DNA y localizarse en el núcleo (Chan et aL, 1998)), o de
factores de transcripción cuyo dominio de unión al DNA (al igual que el de Pace) está formado
por tres dedos de zinc del tipo Cys2His2 como el factor Swisp de levaduras o la poli<ADP-
ribosa) polimerasa de humanos, en los que la NLS se localiza muy cerca del extremo carboxilo
terminal del tercer dedo de zinc <Molí et aL, 1991; Schreiber et al., 1992). En dos de los factores
de transcripción del último tipo mencionado se ha demostrado que la región de los dedos de
zinc contiene una NLS. Así, en el caso de NGFI-A (factor de transcripción que media
respuestas celulares en respuesta al factor de crecimiento nervioso) Matheny et aL (1994)
muestran que los dedos de zinc son necesarios para la localización nuclear de este factor de
transcripción y que este requerimiento no es debido a su capacidad de unión al DNA ya que
mutaciones en la región de los dedos de zinc que previenen su unión al DNA no previenen su
localización nuclear y mutaciones en esta región que previenen la localización nuclear no
previenen su unión al DNA. Asimismo estos autores muestran que la estructura de los dedos
de zinc es fundamental para que esta región sea funcional como un dominio de importación al
núcleo. En el caso del factor de transcripción GKLF, Shields y Yang, (1997) muestran la
existencia en esta proteína de dos señales de importación al núcleo, una en la región
inmediatamente amino terminal de los dedos de zinc, que se ajusta a la secuencia consenso de
las NLSs y una segunda, que no se ajusta a esta secuencia consenso, localizada en la región
de los dedos de zinc.
El análisis mediante EMSA de las proteínas de fusión entre GFP y distintas regiones del
extremo amino terminal de Pace (Fig. 49B) ha permitido comprobar que la movilidad de los
complejos de retardamiento formados por las dos proteínas de fusión GFP::PacC que
contienen versiones de PacO que carecen de la región comprendida entre los aminoácidos 5 y
65 (región rica en alaninas) es anormalmente elevada con respecto a la del complejo formado
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por la forma procesada de PacO. Una posible explicación podria ser que dicha región estuviera
implicada directa o indirectamente en una interacción de PacO con otrals proteina/s
(incluyendo PacO) de forma que PacO no se uniera al DNA como un monómero sino como un
componente de un complejo dimérico y sólo en ausencia de la región rica en alaninas
(proteínas GFP::PacO(66-173) y GEP::PacC(66-250)), al no poder formar parte de este
complejo, se uniera como un monómero al DNA. Resultados recientes obtenidos en el
laboratorio (Eliecer Díez, comunicación personal) muestran cómo en un fraccionamiento de un
extracto proteico crudo de una estirpe pacC4., mediante una columna de filtración en gel, tanto
la forma sin procesar como la forma procesada de PacO eluyen en fracciones a las que eluyen
proteínas de M, del orden de dos veces superior al estimado para cada una de estas dos
formas de la proteína, lo que sugiere que PacC podría encontrarse normalmente asociado con
el propio PacO formando dímeros o bien que podría estar asociado con otra u otras proteínas.
La posible dimerización de las proteínas de fusión GFP::PacO o PacO::GFP que contienen
regiones de la mitad amino terminal de PacO que incluyen la región rica en alaninas y se
localizan preferentemente en el núcleo, daría lugar a la formación de complejos proteicos con
una Mr comprendida entre 90,914 y 112,682 kDa, claramente superior al límite de exclusión
teórico (40-60 kDa) de los NPCs, lo que descartaría un mecanismo de localización nuclear por
difusión (y posterior retención en el interior nuclear) e indicaría que la secuencia de los dedos
de zinc constituye o incluye una señal de importación nuclear.
3. pacC no regula positivamente su propia expresión.
Según el modelo de Orejas et aL (1995> la forma procesada de PacO es la forma activa
capaz de activar la transcripción de genes “alcalinos” y prevenir la transcripción de genes
“ácidos”. La hipótesis de la autorregulación positiva de pacO implica que la forma procesada de
PacO debe activar la transcripción de pacC. En la tercera parte de los resultados de esta tesis
se muestran evidencias en contra de una autorregulación positiva de pacO. Por ejemplo, se
demuestra que una versión de Paco funcional (PacC(5-265)) semejante en tamaño a la forma
procesada de la proteína y capaz de activar la expresión de genes “alcalinos”, no es capaz de
activar la transcripción de patO.
Los alelos pacO’ son alelos de ganancia de función que mimetizan los efectos de un
medio de cultivo alcalino (Tilburn et al., 1995) y codifican versiones de PacO que se procesan
constitutivamente (Orejas et al., 1995; Mingot et al., 1999), mientras que los alelos pacOt por
el contrario, son alelos de pérdida de función que mimetizan los efectos de un medio de cultivo
ácido (Tilburn et al., 199S). La hipótesis de la autorregulación positiva de pacO implica que la
coexpresión de un alelo pacO’ y un alelo pacO4. debería resultar en niveles de PacO más
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elevados que los resultantes de la coexpresión de dos alelos pacO4. o un alelo pecO4. y un alelo
pacO4.t. El análisis de PacO en tres estirpes diploides, permitió observar que, tanto en
condiciones de cultivo ácidas como alcalinas, se detectaron en los tres casos niveles de la
forma sin procesar de PacO muy parecidos y muy semejantes a los detectados en una estirpe
patc y que en el diploide pacO4.IpacO4.17604 los niveles detectados de la versión de Paco
codificada por el alelo pacO4.17604 eran muy similares en las dos condiciones de cultivo, a
pesar de que en condiciones de cultivo alcalinas se detectaron niveles de la forma procesada
de PacO muy superiores a los detectados en condiciones de cultivo ácidas. Estos resultados, si
bien constituyen una evidencia de tipo indirecto, están en contra de una autorregulación
positiva de patO.
La expresión condicional de pacc(6-265) tanto en un fondo genético pacO4.17604 como
en un fondo genético pa/Al (ambas mutaciones mimetizan los efectos de un medio de cultivo
ácido) ha permitido establecer, en primer lugar> que (en condiciones de inducción) este alelo de
pacO es un alelo de ganancia de función> dominante sobre pacO’7604 y epistático sobre la
mutación palAl, y, en segundo lugar, que la expresión del producto génico de este alelo no
induce la expresión del gen pecO residente. Así, si bien en los dos fondos genéticos la
expresión de pacO(5-265) resultó en un fenotipo que mimetiza los efectos de un medio de
cultivo alcalino, en ninguno de los dos casos aumentaron los niveles de expresión del gen patO
residente, a pesar de que la expresión de PacO(5-265) resultó en un aumento de la
transcripción de ipnA, un gen estructural “alcalino>’. Estos resultados son incompatibles con un
modelo de autorregulación positiva de patO.
El análisis de Paco por EMSA permitió observar que tanto la expresión de PacO(5-265)
como de PacO(5-678) en un fondo genético pacC4.17604 resultó en una disminución (similar en
ambos casos) de los niveles del complejo formado por el producto de pacO4.17604 y de la
sonde libre. Esta desaparición simultánea del complejo y de la sonda libre sugiere que las
versiones de Pace resultantes de la inducción de pacc(5-265> y pacC(S-678) (cuya afinidad
por el DNA aparentemente no es mayor que la de la proteína codificada por pacO4.17604)
podrían favorecer que la proteína Paco codificada por pacOt 7604 formara parte de un
complejo proteico capaz de unirse al DNA, pero lo suficientemente grande como para ser
excluido del gel.
4. El producto primario de traducción de pacO puede modular negativamente la función
pacO,
Si bien el modelo de Orejas et al. (1995) de la regulación por pH ambiental en A.
nidulans propone que la única forma funcional de PacO es la forma procesada de la proteína,
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los resultados obtenidos del análisis fenotípico y del análisis de PacO en estirpes merodiploides
para patO sugieren que el producto primario de traducción puede modular negativamente la
función patO. En primer lugar, el análisis fenotípico mostró que tanto en una estirpe pacO4.,
como en una estirpe pacO’14, la sobreexpresión de PacC(5-678) resulta en una disminución de
la función pacO y que el alelo paco(5-678) (en condiciones de inducción) es un dominante
negativo del alelo pacCl4. En segundo lugar, el análisis por EMSA de PacO en las estirpes
merodiploides mostró que en todos los casos la expresión de PacC(5-678) resultó en un
aumento de los niveles de producto primario de traducción (con respecto a las estirpes
receptoras de transformación). En una estirpe pacO’14 no sólo se incrementó el complejo
correspondiente a los productos primarios de traducción (codificados por los alelos pacCfrl4 y
pacC(5-678)) sino que los niveles de la forma procesada de la proteína disminuyeron
notablemente. Por lo tanto, la pérdida de función pacO resultante de la expresión de PacO(5-
678) se correlacionó con un aumento de los niveles de producto primario de traducción y la
disminución en el fondo pacO’14 del producto de procesamiento. Estos resultados indican que
la función pacO estaría determinada por la relación entre la forma procesada de PacO y el
producto primario de traducción (de forma que cuanto mayor es esta relación mayor es la
función patO), lo que por extensión implica que el producto primario de traducción no es
inactivo y parece modular negativamente la función pacO.
La activación de muchos factores de transcripción tiene lugar mediante reacciones de
fosforílación-defosforilación, de forma que lo que determina la actividad del factor es el grado
de fosforilación. Este sistema permite que la activación sea un proceso completamente
reversible y en ausencia de la señal activadora el factor de transcripción retorne a su estado
inactivo. Recientemente se ha empezado a caracterizar un número cada vez mayor de factores
de transcripción que se activan mediante un procesamiento proteolítico que implica la
eliminación de dominios en “cis” que modulan negativamente su actividad. Uno de los
inconvenientes de este mecanismo de activación es su irreversibilidad, de forma que en
ausencia de la señal activadora el factor de transcripción no puede retornar a su estado
inactivo. Un posible mecanismo de inactivación de estos factores de transcripción consiste en
que tanto el producto primario de traducción como la forma procesada sean funcionales, pero
que o bien desempeñen funciones opuestas, o bien que el producto primario de traducción
pueda modular negativamente la actividad del producto procesado. Ci constituye un ejemplo en
el que ambas formas de la proteína desempeñan funciones opuestas. Ci forma parte de un
complejo proteico formado por esta proteína y las proteínas Fu, Sufu y Costal que se mantiene
unido a los microtúbulos mediante esta última proteína (lngham, 1998). En ausencia de la señal
Hh Ci se procesa proteolíticamente dando lugar una versión procesada de la proteína (Ci7S)
que contiene el motivo de unión al DNA, se localiza en el núcleo y reprime la expresión de
algunos de los genes regulados por la señal Hh (Aza-Blanc et aL, 1997). En presencia de esta
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señal Ci no se procesa, se modifica y actúa como una activador transcripcional (Méthot y
Basler, 1999). NF-KB constituye un ejemplo en el que el producto primado de traducción
modula negativamente la actividad del factor de transcripción. El gen NFkB1 puede dar lugar a
dos proteínas Reí diferentes, p105 (el polipéptido completo) o pSO, que es la parte amino
terminal del polipéptido (Ghos eta)?, 1990; Kieran eta)?, 1990). pSO es una de las proteínas Reí
capaces de formar el factor de transcripción NF-KB mediante su asociación con otras proteínas
Reí como p65. PíOS, al igual que p50, puede asociarse con otras proteínas Reí pero en este
caso, se forma un complejo inactivo que queda retenido en el citoplasma debido a que el
extremo carboxilo terminal de píOS enmascara la NLS de pSO previniendo la localización
nuclear del complejo.
A lo largo de esta tesis se muestran diversas evidencias a favor de que PacO puede
interaccionar con el propio PacO formando complejos proteicos que pueden incluir ambas
formas de la proteína (forma procesada y producto primario de traducción). Así, tanto al
expresar PacC(5-678) como PacCzli en los fondos genéticos íIpacO, pacO4. y pacO’14 se
formó un complejo de retardamiento cuya movilidad electroforética sugiere que los productos
primarios de traducción (de los alelos sobreexpresado y residente) pueden estar implicados en
su formación y, adicionalmente, la disminución de forma procesada de PacO que se produjo al
expresar PacO(5-678) en un fondo pacC’14 podría explicarse si en la formación de este nuevo
complejo participara también esta forma de la proteína; tanto la expresión de PacC(5-678)
como de PacO<5-265) en un fondo genético pacO~ 7604 pareció inducir la formación de un
complejo que incluía la proteína codificada por este alelo y, finalmente, el análisis por EMSA de
proteínas de fusión entre GFP y distintas regiones del extremo amino terminal de la proteína
parece indicar que la región de PacO comprendida entre los aminoácidos 5 y 65 (región rica en
alaninas) puede estar implicada en la asociación de PacO con el propio PacO o con otras
proteínas. Estos datos sugieren que el producto primario de traducción de patO puede
interaccionar con esta misma forma de la proteína o con otras versiones de PacO y que su
posible función moduladora (negativa) de la función pacO puede estar relacionada con la
formación de estos complejos. Como en el caso de NF-KB podría ocurrir que se formaran
heterodímeros o heteromultímeros conteniendo una o más moléculas del producto primario de
traducción y una o más moléculas de la forma procesada de PacO. Estas últimas, al estar
formando parte del complejo, no podrían localizarse en el núcleo, bien por no poder difundir a
través de los NPOs (en el caso de que la forma procesada de Pace entrara en el núcleo por
difusión), bien porque la supuesta señal de importación nuclear (contenida en o formada por los
dedos de zinc) estuviera enmascarada o bien porque la presencia de una señal de exportación
nuclear en la región carboxilo terminal del producto primario de traducción mantuviera el
complejo excluido del interior nuclear.
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El hecho de que el producto primado de pacO pueda modular negativamente la función
pacO mediante la inactivación de la forma procesada de la proteína, podría ser la clave que
permitiera una rápida adaptación a una transición de un pH ambiental alcalino a un pH ácido y
resolvería el problema de la irreversibilidad de la activación proteolítica de Pace.
Un mecanismo alternativo de la posible función moduladora (negativa) del producto
primario de traducción de pacO no excluida formalmente por estos resultados es que esta
forma de la proteína actúe como un represor transcripcional del propio pacO. Si bien hasta el
momento no se dispone de ninguna evidencia directa a favor o en contra de esta posibilidad, el
hecho de que en un fondo paiK parte del producto primario de traducción de pacO se localice
en el núcleo sugiere que esta forma de la proteína puede desempeñar alguna función en este
compartimento celular. Alternativamente> la presencia de parte del producto primario de
traducción en el núcleo en este fondo genético, podría explicarse si PacO se procesara en el
interior nuclear.
PacC constituye un modelo extremadamente útil para el estudio de la regulación por
proteólisis de la activación de factores de transcripción. El hecho de disponer de un número
extremadamente alto de mutaciones tanto de ganancia como de pérdida de función en el gen
patO, haberse donado todos los genes de la ruta de transducción de la señal de pH ambiental
alcalino (señal activadora), disponer de mutaciones de pérdida de función en todos estos genes
así como de técnicas de biología molecular ampliamente desarrolladas, está permitiendo una
caracterización genética y molecular extraordinariamente detallada del mecanismo de
activación de PacC, que permitirá entender algunas de los aspectos clave de estos
mecanismos de activación.
5. Actualización del modelo de regulación por pH ambiental en A. nidulans.
En la figura 58 se muestra un modelo de la regulación por pH ambiental en A. nidulans
basado en el modelo de Orejas et al. (1995) en el que se incluyen las aportaciones de los
resultados de esta tesis. Una de las aportaciones más importantes del trabajo de esta tesis es
que el pH ambiental regula la localización subcelular de PacO, el factor de transcripción que
media la regulación de la expresión génica en respuesta al pH. En respuesta a un pH ambiental
alcalino y como consecuencia de la acción de los productos codificados por los genes pal
(constituyen la ruta de transducción de esta señal) PacO experimenta un cambio
conformacional que permite su procesamiento proteolitico y, como consecuencia de este
procesamiento (que elimina aproximadamente el 60% de los residuos a partir del extremo
carboxilo terminal de la proteína) su localización nuclear. Así, la forma procesada de PacO, que
es capaz de activar la transcripción de los genes “alcalinos’> y prevenir la de los genes “ácidos”,
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se localiza preferentemente en el núcleo. En ausencia de una ruta pal funcional, al no poder
producirse el cambio conformacional, el producto primario de traducción de pacO no se
procesa y PacO se localiza preferentemente en el citoplasma. El hecho de que a diferencia de
lo que ocurre en una estirpe pat en una estime silvestre parte del producto primario de
traducción de pacO se localice en el citoplasma y parte en el núcleo, sugiere que solamente en
la conformación “cerrada” el extremo carboxilo terminal de PacO modula negativamente la
localización nuclear y, por tanto, que el pH ambiental probablemente no sólo regula la
localización nuclear de PacO al disparar el procesamiento proteolítico sino también al provocar
el cambio conformacional de la proteína.
En esta tesis> además, se han abordado algunos de los aspectos clave del
procesamiento de PacC en respuesta al pH ambiental alcalino, no resueltos en el modelo de
Orejas et al. (1995). En primer lugar, se ha confirmado formalmente la existencia de una
relación precursor-producto entre el producto primario de traducción de patO y la forma
procesada de la proteína y la necesidad de la ruta pal de transducción de la señal de pH
ambiental alcalino para que PacC pueda procesarse. En segundo lugar, se describen
mutaciones que favorecen la hipótesis de que el paso regulado por el pH ambiental alcalino es
la transición entre una conformación no accesible y una conformación accesible a la proteasa
procesativa. En tercer lugar, se establece que el procesamiento proteolitico de PacO no afecta
al extremo amino terminal de la proteína; que el codón principal de inicio de traducción es el
Figura 68. Modelo molecular actualizado de la regulación por pH en A. nidu/ans. El producto primario de
traducción de patO se mantiene en una conformación inactiva mediante interacciones intramoleculares
entre la región carboxilo terminal de la proteína y otros residuos. En respuesta a un pH ambiental alcalino
los productos codificados por los genes pa/ de la ruta de transducción de la señal introducen una
modificación en la proteína que permite la eliminación proteolítica de — el 60% de los residuos de la
región carboxilo terminal. La forma procesada resultante, que presenta cierta heterogeneidad en el
extremo carboxilo terminal, se localiza en el núcleo> donde es capaz de activar la transcripción de genes
«alcalinos” y prevenir la transcripción de genes ácidos”. El producto primario de patO parece modular
negativamente la función de este factor de transcripción. El hecho de que en un fondo pa/Al pero no en
un fondo pa/Al, parte del producto primario de traducción se localice en el núcleo, sugiere que el cambio
conformacional por si solo permite que PacO se localice en el núcleo. Asimismo, la presencia de parte
del producto primario de traducción en el núcleo podría explicarse si esta forma de la proteína actuara
como un regulador negativo de la transcripción del propio pac’C o> alternativamente porque el
procesamiento proteolítico tuviera lugar en el interior nuclear. Alternativamente, el producto primario de
traducción podría modular negativamente la función pacO mediante la formacion de heterodímeros o
heteromultímeros que retuvieran la forma procesada de la proteína en el citoplasma. Las mutaciones de
pérdida de función en cualquiera de los genes pa/, al bloquear el cambio conformacional de PacO,
previenen el procesamiento proteolítico y resultan en una desrepresión constitutiva de la expresión de
genes «ácidos’> y en la falta de activación de la expresión de los genes «alcalinos» <Fenotipo de mimesis
de acidez).Las mutaciones patO>’ previenen las interacciones intramoleculares permitiendo el
procesamiento de PacO incluso en ausencia de una ruta pa/ funcional y resultan en un fenotipo de
mimesis de alcalinidad.
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codón AUG5; que el extremo carboxilo terminal de la forma procesada de PacO no es
homogéneo (de forma que la proteasa procesativa puede cortar en dos sitios diferentes, uno
localizado en la secuencia Lys2S2-Lys253-Arg254 o en una zona muy próxima a esta
secuencia y el otro, más carboxilo terminal, separado por cuatro residuos del primero).
Finalmente, los resultados de esta tesis, en oposición al modelo establecido por Orejas et a)?,
<1995), muestran que patO no regula positivamente su propia expresión y proporcionan
evidencias a favor de que el producto primario de traducción de patO no es inactivo y parece
modular negativamente la función pacO. Si bien se desconoce el posible mecanismo
modulador, se han obtenido resultados que parecen indicar que PacO puede formar parte de
complejos proteicos que podrían incluir las dos formas de la proteína <producto primario de
traducción y forma procesada de la proteína) y que la formación de estos complejos podría
estar relacionada con la función moduladora del producto primario de traducción. Estos
resultados, no obstante, no descartan la posibilidad de que el producto primario de traducción
de patO pueda ser un represor transcripcional del propio pacO.
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OONOLUSIONES
1) La forma procesada de PacO proviene del procesamiento proteolítico del producto primario
de traducción de pacO. La ruta de transducción de la señal de pH ambiental alcalino es
necesaria para que este procesamiento tenga lugar.
2) El procesamiento de PacO no afecta al extremo amino terminal de la proteína. El principal
codón de inicio de la traducción es el codón AUG 5.
3) El procesamiento de PacO da lugar, al menos, a dos formas procesadas de tamaño muy
similar. El sitio de corte más amino terminal de la proteasa procesativa de PacO está en el
triplete Lys252-Lys253-Arg2S4 o en su inmediata vecindad.
4) El paso regulado por el pH ambiental es muy probablemente el cambio entre una
conformación no accesible y una conformación accesible a la proteasa procesativa.
5) El pH ambiental, al regular el procesamiento de PacO, regula simultaneamente su
localización nuclear. La ruta de transducción de la señal de pH ambiental codificada por los
genes pal es necesaria para esta regulación. La conformación no accesible a la proteasa
procesativa previene la localización nuclear de PacO
6) La secuencia 252 KKR. . . KRR 269 no es necesaria para localización nuclear de la forma
procesada de PacO.
7) La región de los dedos de zinc de pacO es necesaria para la localización nuclear de
proteínas PacO semejantes a la forma procesada de la proteína.
8) La forma procesada de PacC no regula positivamente la expresión de pacO.
9) El producto primario de traducción de patO modula negativamente la función pocO.
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The Aspergí/tus nidzdans transeription factor PacC, which mediates PH regulation, is proteolytically pro-
cessed to a funetional forn¡ in response to ambient alkallne pH. The full-lengtb PacC form is unstable in the
presence of an operational pH signal transduction pathway, due to processing to the relatively stable short
funetional form. Wc have characterized and used an extensive collection of pacC mutations, including a novel
class of “neutrality-mimicking” pacC mutations having aspects of both acid¡ty- ami alkalinity-niinxicking
pbeuotypes, to investigate a number of important features of PacC pa-ocessing. Analys¡s of mutant proteins
Iackiag the ¡najortransíation initiation res¡due or truncated at varlaus distances froin the C terininus sbowed
tL¡at PacC processing does not remove N-terminal residues, indicated that processing yields slightly hetera-
geneous prodncts, and delimited tbe most upstream processiag site to residues —252 to 254. Faithful process-
ing of three mutant protelus having deletions of a region including the predicted processing site(s) aud of a
fourth having 55 frameshifted residues following residue 238 indicated that specificity determinaats resideat
sequences or structural features located upstream of residue 235. Thus, tbe PacC protease cuts a peptide
baud(s) remate from these determinants, possibly thereby rese¡nbling type 1 endonucleases. Downstreani of the
cleavage site, residues 407 to 678 are not essential for processing, but truacation at or before residae 333
largely prevents it. Ajnbient pH apparently regulates the accessibility of PacC to proteolytic processing.
Mkalinity-miniicking mutations L259R, L266F, and L340S favor tbe protease-accessible conformation,
whereas a protein witb residues 465 to 540 deleted retains a protease-inaccessible conformation, Ieading to
acidity mimicry. Finally, not only does processiag constitute a crucial form of modulation for PacC, hut there
is evidence for its conservation during fungal evolution. Trausgenie express¡on of a truncated PacC protein,
which was processed in a pH-independent manner, sbowed that appropriate processing can occur in Saceha-
romyees eerevisiae.
A growing class of transeription factors is activated by the
proteolytic removal of protein domains which negatively mod-
ulate their activity. These negatively acting domains can be
provided in trans (i.e., by another protein in a complex) or in
cts (i.e., by a region within the transeription factor’s primary
transíation product). Examples of the former are the p5O-p52
NF-KB family and their negative regulators, the IKB proteins,
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which regulate human genes involved in immune nad inflam-
matory responses (reviewed in reference 37), and their respec-
tive Drosophila homologues dorsal and cactus (reviewed in
reference 3), which establish the dorsal-ventral polarity of the
tly embryo and mediate the Drosophila immune response (19).
Examples of the latter include the piOS precursor of NF-KB
pSO (whose C-terminal moiety is homologous to a trans-acting
member of the IKB family); the sterol reguíato¡y element bind-
ing proteins (reviewed in reference 5), which activate genes for
cholesterol biosynthesis, low density lipoprotein receptors, aod
fatty acid synthesis; the zinc finger protein Ci, which is the
product of the Drosophila cubitus interruptus gene, a mediator
of the Hedgehog signal (reviewed in reference 30); and the
Aspezgillus nidulans zinc finger protein PacC, which mediates
regulation of gene expression by ambient pH (39). An exten-
sive collection of pacC rnutations, including acidity-mimicking
pacC~’ loss-of-function niutations, alkalinity-mimicking
pacC gain-of-function mutations, and neutrality-mimicking
pacC’ mutations (references 6 and 39 and this work) is avail-
able, making PacC a particularly well-suited choice for inves-
tigating the proteolytic activation of eukaryotic transeription
factors.
In the current model (25), the 678-residue primary transía-
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TABLE 1. ¡mcCmutations used in thiswork
Mutation
pacCSO4
pacC~>7604
pacCt’508 and 515
pacC~>23O
pacC<20000
pacCól and 69
pacC~>206
pacC>20601, 20602, ant] 20604
pocC’20603
pacC39
pacC>50
pacC2020503 ant] -2020508
(2020516, 2020515)
pacCó? and 75
pacC2O2
pacC~’20205
pocCl4
pacC5
Parental sírain genotypc
patatAl pac(SS
1no132 pacC>’76
pabaA1 pacCs
arel’ inoB2fwAI
yA2 gatA2 pantoBiGO pacC’200
pabaAlyA2 wA3 pa/Al
lilA! arel1601 areA’ 168pantofll0ú
pacC~>206 pantofllú0
pacC~>206pantofll0ú
hill pyroA4 palB7 chaAl
¡ñA! a/si
paboAl pacC~>20205 pacC2O2
inoB2palBZ cAnAl
pabaAl sasA6O
pacC2O2
pabaAl gatA2 pa/FIS fwAl
Mil
Mutagen
NQO0
DV
Uy
Uy
Uy
uy
DV
DV
Uy
NOO
DV
Uy
Uy
Spontaneous
DV
Uy
Uy
Selection melliod
Growth on 50 mM CABA’> as C ant] N
Sources
Resistance to neomycin (2 mg/mí)
Rcsistance to ncomycin (200 xg/ml)
+ 0.04% sodium deoxycholaíe
Growth on 5 mM CABA as N sourcc
Resistance lo neomycin (1 mg/mí)
Growth al pH 8
Growth on 5 mM CABA as N sourcc
Growlli at pH 8
Growth al pH 8
Growth al pH 8 at 42>C
Enhanced growlh on nitrile as N source
+ 40 mM CsCi
Growth al pH 8
Crowth al pH 8
Resistance to CABA toxicily
Resistance lo neomycin (1 mg/mI)
Resistance lo 5 mM CABA jo preseoce of
10 mM ammonium tartrate as N
Decreased slaining br acid phosphalase
«NQO,i-nilroquinoline-I-oxjt]e.
“CABA,
tion form of PacC is activated at alkaline atnbicnt pH by
proteolytic removal of a C-terminal negatively acting domain.
The resulting truncated PacC form activates transcription of
genes expressed at alkaline pl-I through 5’-GCCARG sites in
Iheir promoters (12, 14) and prevents expression of acid-cx-
pressed genes (22, 31). PacC processing is triggered by a signal
transduced by Ihe pal gene pathway under alkaline growth
conditions, resulting in an as-yet-unknown modification of the
protein. This causes a conformational change in PacC, render-
ing it accessible to proteolytic removal of more than 400 C-
terminal residues, including thc negatively acting domain.
Viere we address several imporíaní aspects of this model,
demonstrating a precursor-to-product relationship between
the t-wo PacCforms, an obligatory requirement for a fuoctional
pal signalling pathway for proteolytic processing, and the jo-
tegrity of the original N terminus in te processed form. We
describe singlc-residue substitutions that almost certainly dis-
rupt interactions hetween the N- and C-terminal mojeties of
PacC, resembling C-terminaL truncations of PacC in their al-
kalinity mimicry and constitutive processing (25, 39). An acid-
ity-niimicking dcletion likely to prevent pH signal reception or
its effect prevents processing. We determine that the most
upstream site(s) of processing Ls within residues 252 to 254 oc
in the immediate vicinity and show fhat the specificity for
processing resides upstream of residue 235 and thus upstream
of the cleavage site(s). Finally, we showthat this unusual pro-
ccssíng reacuon can occur in Saccharomyces cerevisiac, pro-
vided that the pH signalling pathway is bypasscd.
MATERIALS AND METIIODS
A. IíídCLStL, strajns, phenotype testing, sod gandir analysis. Ah síraina used jo
tIsis work carnet] markcrs jo standard use (7). Standard media, phenotypc test-
ing, and geoctie procedures were used (references 1,6, 7, ant] 39 ant] referenees
thcrein). Penicillin production broth ([‘PB) ja appropriaícly suppLenientct] mio-
mal mcdjum (8) eootaining 2.5% (wtlvol) caro stecp liquor, 10 mM ammonium
tarírate. and the indicated carbon sources. Media were adjustet] Lo acidie, neu-
tral, or alkahinc pH a’> described previously (25). Por classjcaL osutaní síraina, 3%
(al/vol) suerose was prescnt. Por strains carrying gene fuajona lo u/cA’>, media
(at]justcd to acidie pH) cootaií,et] (final concentrations) 100 mM -ibreonine ant]
0.05% glucose for int]ueing cont]ilions ant] 3% glucose Lar noniot]ucing. repreas-
ng eoot]itiooa. lo ahí cases, excepí Ibose for transieot-exprcssinn experimenís.
cultures wcrc groan Lar 24 fi a: 37>C.
Isolation and characterízation of new pacC mutafions. TIse parenlal síramní
ant] selection procedures used lo isolale dic classicalpacC mulalions used jo tIsis
work are shown jo Table 1. Tbcir approximate positions are shown jo Fig. 1. New
mutarioos wcrcebaraelerized by aequencing as deseribed previousiy (39). Straios
carrying Ibese mutalion’> also carnet] one or more at]di:ional nsarkers aluch do
001 affeel pH regulation.
EMSA aid pmtein extraction. Electropborcíje mobihily ahifí assav (EMSA)
ant] protejo extraction were done as described previously (25). ElISA mixtures
were made with 0.3 ng (—20,000 Cerenkov cpm) of líe “P-labelhet] 31-mer
double-strant]cd oligonuc[eotjt]e containing Ile higl-affinjty ipnA2 PacC binding
site (12, 14, 39). Protejo-DNA complexes acre usually resolved jo 4% polyacryl-
amjt]c gels, he 8% polyaerylamit]e gola ant] longer runs acre used for higí
resolution of complexes eorrespont]ing lo protein’> approximating Ihe size of tIc
proceased fon,.
Western analysis. Protejos (100 pg) wcrc resolved jo a síst]ium dodeeví sulfate
(SDS)—11% polyactylamit]c gel ant] acre analyzct] by Western blotting a’> dc-
serjíed prcvioualy (25). TIse primary antibody (workjng dilulion, 1:2,000) was a
polyclonal aníiserum rajsct] jo rats againsí a His-tagget] PacC(5-265) prolcin,
wljcb was overcxprcsact] in Escherichia ccli ant] purified by Ni’~ affinity ciro-
matography. TIc protejo was denatured jo a buller containing 2% SOS ant] 5%
frmercap:octhanol befare immunization of Ihe animals. TIc sceondary aníibot]y
was a pcroxidaac-conjugatct] slccp antiral antibot]y (aorkjng dilutjon, 1:2,000).
?croxjt]aae activjty aaa detected with tIc ECL syatcm (Amersbam).
Plasmids. pALC (15) aas used fnr expressjon of PacC wilt]—íype ant] mutaní
proteina under alo-]’ control. TIsis plasmjt] containa a funcijonal alcAn promoter
including a tranacniption start sjtc separated from a downsíream tqsC transcrjp-
Ijon terminator by a 5—Sa/l-AYsaI-BarnH1.Sn,ot-pst1.EcoRt.3’polyhinker region.
Twa version, of tbjs vector, cariyiog a, a selecíjon marker cjtlcr an a,gB~ alícle
or a frameshiftct] (Bg/11 blunt-ent]et]) argB ahlele (lo selecí fí,r integration jo ríe
a,gB locos), acre used. Construcís derived from pALG are t]escrjbed jo Table 2.
Conatrucís t]rivjng exprcssion of PacC protcjns jo ycaat under thc control of
CALI5 wcrc t]erjvatjvcs of Invitrogen pYES2 (see also Talle 2).
p[a/cA 5xPacC(5—6 78)] was constructed by subcloning a cONA fragmeol contsíjn-
ing tic complete pacC cot]ing region loto pALC. Thjs fragmení was flanket] by
an Ncal alíe (converted loa RanzH1 site) ant] a seenod BamH1 site. Tía Ncot site
overlapped tIc MeIS codon. TIc 3’ Ba,nHl site ja located 90 Ip t]oanstream of
tic transíation atop codon. p[a/cAS½PacC(S.265)l waa made by subcloning an
Níot-BstEhl fragmeol (botb colesive enda blunted with Klenoa) oto tic Soal
site of pGEX-2T (Piarmacia) lo introduce Ba,nHt (5) ant] EcoRí (3’) llanking
ajíes, ahjci acre used lar subcloning iota pALC. Por consiniction of pPsscCAI,
cONA encoding an internally dolcied PacC protein lacking residues 235 10264
aas reconstrucied by ligating a Ba,nHt-AccI fragmeol (filled jo with Klenoa)
from Ihe above-deserjied pCEX-2T derivative witi a B,tEth-EcoRh fragniení
(filled in with Klcnow) fron tIc pJ02 (39) cDNA done loto pGEX-2T digeamed
Refe rencc
39
39
39
TIsis work
Tija aork
Tus work
TIsis work
TIsis worlc
Tija work
TIsis work
29
TIsis work
Thj’>
39
TIsis work
39
11
100 240 340 440 540 640
20602(*)
20601
7604 20000 Acidity- and neutrality-(+9) (+5) mimicking mutations‘—1 ~
SS
508(+13) 230 206(+55) (+20)
515(+22)
20603
(+ 15)
50(*)
20205
A[kalinity-mimieking2020508(+24) 2020503 mutations(+ 1)
14(*)
75 (*) 5(*)
67 +12)~2O2(±14)
*
63%
Constructed
dcLetions
t
n
69
Al
A2
A3
FíO. 1. Positions ofpacC motations used jo tus work. Thc twa bar t]iagrams represent tic PacC cot]ing sequence, with tía acab st Líe top indicating amino acid
residues. Tic cnt]s of normal sequenee before truncating mutations, tic positians of misaense motations, ant] tic extents of dcletions are siown. Miele numbers for
classical mutations are given. Ticir molecular descriptiona are detailed lo Table 3. Witiin parenaheses is tic number of at]t]itional residues at]t]ed by framcaiift
mutatinos. Astcrisks indicate nonsense mutations. Rccombinant alicles Al, AZ, ant] A3 are described jn Table 2.
aith Bamt-lI ant] EcoRI. Tic deicted cONA apeo reat]ing trame was Lien
suiclaned as a BanHI fragmení (note tic presence of a secand Ba¡nHI site 3
La Líe translation siop cadan) iota pALC. Plasmid pPacCA2 aas made by PCR
amphification and in-frame rejaining of tao fragmenis encot]ing residues 5 to 250
ant] 271 so 678, respcctively. pPacCA3 was constructed by lhgating a BamHl-AccI
fragment (fihled in aiti Klcnoa) ant] an Aval-EcoRI fragmeos (fihled with Klc-
noa) in pALC digeated aiti Ba,nHt ant] EcoRh. pYPS::PacC(5-265) waa made
y,>’ subcloning a 0.8-kb Ban,HI-EcoRt fragmcnt from p[aIcA’½PacC(S-678)] o
pYES2. Plasmid pYPS::PacC(S-678) asa mat]c by subclaning tic BanrHt
mcnt containing tic complete wilt]-typc pacC apeo reat]ing frame in pYES2.
Plasmid pYES::PaeC(5-492) was constructed by introt]ucing tic pacCI4 non-
sense mutaban in pacC codon 493 of pYES::PacC(5-678). correct jn-frame
joining of fragmenta ant] sise aiscnec of PCR-hntrot]uced mutationa in pacC
mutant version’> were verified by autoniated DNA scqueociog.
.4. nídulans transformathon. Consaructa acre introdueed iota ApacC (fuhí ge-
natypc, hl-II pabaAl yA2 pyrCS9 argB2 4,acC:pyr4~) ant] pa/Al ApacC (ful!genotype,y.42 a~gB2 pa/Al ApacC::pyr4~ pan/oBIQO) rechpiant sírajos Ss appra-
priate (39, 40). Hamakasyotic tranaformed clones acre puriSed by repeated
srreaking on selective medium lacking arginine ant] analyzcd by SoutIsern biat
iybrit]izatjon. Twa int]cpendcnt clones carrying a single-copy integration were
chasco lar cací transforming construct ant] acre sioan to have sic same pie-
notypc-
Trausient.expression experiments. Acidie PPO cultures containiog 3% (at/
vol) glucose acre inoculated altí 2 X 10’> conidiaspores/mí ant] incobated far
14 Is st 37>CwiLi vigornus siaking. Mycetia acre Isarvested, aasied aiti stcrile
watcr, ant] tranaferred La fresí acidie PPB containing 005% (wÚvol) glucose (a
dcreprcsaiog cancentration) ant] 100 mM s-tirconinc (a strong inducer of aIcA~),
jo abicí tiey acre incubated for a furtier 6 Is at 37>C. Aftcr Lila time, 3%
• Neutralíty-mimicking, truncatian
~ Aikainty-niimicking, missense
Lii Alkalinity-niimicking, truncation
Q Acidity-mimicking, truncatian
Deleted region
Zinc finger region
Removed by processing
4 Proteolytic processing site
TABLIZ 2. Piasmida encoding wild-type ant]
vcrsions of PacC
ConatrueL name hiocoded NcC product Host
p[alcA~.vPacC(.5-678)]
p[alcA~..PacC(S-265)]
pPacCAl
pPacCA2
pPacCAS
pYES::PacC(5-265)
5-678
5-265+GNSS
(5-234)+C::(265-278)
(5-250)::(271-678)
(5-234)±S::(301-678)
5-265±GNSADIHHTG
A. nidulan,
A. nidulans
A. nidulaus
A. nidulan’>
A. nidulans
8. cerevisiac
GRSSMHLEGRIM
pYES::PaeC(5-678)
pYES::PacC(5-492)
5-678
5-492
8. cercvisiae
8. ccrcvísiac
o. ~E
(wttvol) glucose was at]t]et] fo sIse cultures so represa a/cA5 tranacription, ant]sampica acre takcn aL different time poiots (see Fig. 1 legeod) after restoration
of glucose repre’>siog condition’>. Mycehial samples were also Laken immct]iately
befare ant] afser promoter inductian. Control Lraosfer cxperiments sIsoaet] tiaL
unt]cr sucí conditian’> 3% glucose prcvcntcd tirconine induction of a/el5. Pro-
5cm extraet’> acre prepared from samples (25o4 g [aea acigis] of mycelium) as
described prcviouaiy (25).
Veas! metb>sds. Standard metIsot]s acre used for groati ant] osaintenance of
8. cerevisiae strains (33). W303-1A (38) (MATa ade2-l his3-ll,15 /eo2-3,112
ara3-52 ‘m’-1, obtainet] from J. Nl. Caneedo) aas used as tic recipicot bar
traosbormatian by Líe hitiium acetate procedure (17). Par expression of PaeC
protein derivathves, cehís acre pregrown overnigis aL 30>C jo 2% glucose minimal
mcdium (Iacking uracil). Tiese primasy cultures acre sased Lo inoculase secont]-
ay cultures jo 2% rafllnose minimal medium (laeking uracil), aiicIs acre groan
to an optical t]cnsity aL 600 nm of 0.6. Ah tija point, 2% (aL/vol) o~galactose aaa
at]t]et] Lo induce Líe CALI pronioter, ant] tic cultures acre furtber incuiated bar
6 Is. Cclii (20 mi) acre colleeted iy centrifugation, aa’>ict] aiti aater, ant]
resuspended jo Laice ticir ccli volume of lysis Isuifer (25 mM HEPES (pH 7.5].
50 mM KCI, 0.4 Nl ammonium sulfate, 5 mM MgCl~, 0.1 mM LOTA, 10%
glycerol, 0.5 mM t]itiiatIsreitol, ~ mM pIscnyimctIsyisuifonyi fluoride, 1 pM
leupeptin, ant] 0.6
51M pcpstatin). Next, ‘so 1.5 volumes of glas’> beada (0.5-mm
diameter) acre at]t]ct], ant] ccli’> acre iy’>ct] after vigoraus vartexing (fave times
bar 1 mio cací). Tic sopernatants acre decanted ant] coliceted, ant] gha’>s beat]s
ant] debris acre aasIset] aitIs 0.4 ml of iysis buifer. Batí aupernatanta acre
camijoed ant] ecotrifuged at 4’C for 60 mio aL 14,000 rpm jo an Eppendorf
microccotrifuge. Tic cicared supernatanta (usually containing 2 mg of protein
per mi) acre dialyzed againas lysis Isuifer aitIsout ammooium sulfate ant] as’>aycd
for PacC biot]iog activity iy EMSA, as dcscribcd aboye, aitIs 5 gg of protein per
ai’>ay.
RESULTS
The unstable, full-length PacC a-oran is processed (o (he
relatively stable, sliort, l’unctional a-oran ia the presence of ml
operational pal pathway. To establish a precursor-to-product
relationship between the full-length and pracesscd forms of
PacC, we used transient-expression experiments, based on can-
ditional expression (threonine inducible and glucose repress-
ible) of proteins under the control of the alcA (alcohol dchy-
drogenase) promoter (28). An alcAp::PacC(S-678) construct
driving expression of the full-length pratein (see below) or an
alcA~::PacC(5-265) construct driving expression of a truncated
protein approximating the processed PacC version was intro-
duced by transformation into a pacC nuil mutant background
and targeted in single copy to the argB locus by homologaus
recombination. Neither PacC form was detectable by EMSA ¡o
protein extracts froro mycelia grown under repressing condi-
tion.s (Fig. 2A and E, lanes 2). Subsequent promoter induction
for 6 h (after mycelial transfer) resulted lo the synthesis of
PacC proteins (Fig. 2A and B, limes 3). The fate of the PacC
prateins was then analyzed after Ihe a/cA promoter was
switched off by addition of a reprcssing final concentration
(3%, wt/vol) of glucose. The full-length farra of PacC (low-
mahility complcx in Fig. 2) predominated after 6 h of inductian
of alcA½PacC<5-678) (note that acidic growth conditions were
used fo reduce its proccssing), although sorne processcd form
(higher-mobility complcx) was clearly visible aL this point. The
02 .E—r->r,.evs.o
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aIcAP::PacC(5-265)
paL4~
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PíO. 2. Transient-expressioo experimeota aiti PacC(5-265) ant] PacC(5-67S)
proteiní jo dic indicated genetie backgraunds. a/cA~sPacC(S-67S; ant]
a/cA
5xPacC<.5-265) construeta acre tranaformed oto Apaec ant] pa/Al 3pacC
strains, ant] transfonaants Isaving singlc-copy integrasiona of sIse tran’>forming
plasmidí iota tic a,gB locu’> acre identified by Sautiero analyaií. Mycelia of sic
recombinsot itrajos acre groan bar 14 Is under repressing conditian’> ant] tran’>-
ferred Lo fresí acidie mct]ium, aiti induction for a/cAn, jo aiicl, Líe” acre
ineubated bar a burtier 6 Is. ASter tIsis time, a reprcssing concentration of gluease
aas adt]cd so preveos cxprcssisso nf sIse chisaerie genes, ant] mycchial samples
acre Isanested aL Líe indicated sime poiots afser glucose repressiog conditian’>
acre restared. Mycehial samples acre alio takeo befare (isoca labelled re-
prcsset]) ant] after (lanes habeiled induced) tic 6-Is indoction period. Mseelial
samples acre used Lo prepare prutein extract’> siaL acre assayet] jo ElISA
experimeotí aiti a PaeC Largct probe. Closed ant] apeo arrows indicase sic
protejo-DNA complexes carrcspant]ing so tIsc fuil-lengtis ant] proccased PacC
barm’>, respcctively. A control siaaing tic complexes fonned alLí a aild-type
extraes fram mycelia groan under acidie conditioní la sioan jo pancis B ant] O.
The PaeC(5-265) pratein used Isere ja shigit!y larger Lían Sise praceised PacC
borm (see texL) boL u fuoctianal in itruetural gene acsivation ant] repreasion.
full-length form progressively disappeared after promoter
shutdown, with less than 50% remaining after 3 h (data not
shown). In cantrast, the level of the pracesscd forsn increased,
apparently at Ihe expensc of thefull-length form, noÉ declioing
until 5 h aftcr pramoter shutdown (Fig. 2A). This indicates
that, in the presence of a fuactional pal signal transduction
patlaway, the full-Iength forra of PacC is significantly less stablc
than the processcd form and that this instability results from
the proteolytic processing itíclí? Consisteos with a precursor-
to-product rclationship of the full-length and proccsscd farms,
the PacC(5-265) protein is markedly more stable (Fig. 2B). No
reduction was evident 4 h aftcr promoter shutdown, whereas
-t E
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atcAP::PacC(5-6 78)
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pacC’5 pacC5O4 pacC
l~9 m mA HtOH WOH 1 53W B MLGAMAE EA...
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FíO. 3. PacC protcalytic proecssing doct no emave N erm nal es dues(A) EMSA with myceiial extracta of w¡ld-type, pacC5, and pacCSO4 (pacUs)strsioa. (B) Complexes forroed by tiese exsractsacre analyzcd under conditiona
maximizing resolution o tic region ob Líe pracesscd-barm comples. Note Licpresence of twa prcdomioant bands jo wi[d-type ant] mutant cxtracts approxi-
mately carresponding Lo a bour-residue site differenee lo Líe protein maiety, 55ihoao by comparison of Líe mabihisies of tic pecó (ar pacC.5) ansi pacCSO4(pacC.5) procciscd-form complexcí. Nos anly she maihhity of tic protein—ONA
complex corrcspont]ing <o tic proccísed PaeC form boL alío Liase ob Líe isis-proceisiog or degradasian praducts consistently decrease doc La líe pacC5O4(pacC.5) mutation a’> compared Lo Líe pacCS single mutant parcot. Cultures
acre grawaí lo PPB bar 24 i aL 37’C, using 3% sucrose sí tic majo carian saurce.lo tIsis ant] ahí atier figures, Ht ant] 0H indicate acidie ant] alkahinc grawti
eandisians, rcspeetivcly. Note tías sic pacCS strain siawcd puindependeot
clevated PaeC levehs, jo eootrast so aur previaus report (25), jo aIsici we dc-Lcctecl same pH depeodenee.
80% of Ihe full-length form had been processed hy this time(Fig. 2A) and only a 50% reduction was observed after 6 h. Aspredicted (25), thepatll mutation, preventing pH signal trans-duction, stabilized the fuIl-Iength form, blocking processing(Fig. 2C) but not affecting stability of the PacC(5-265) protein(Fig. 2D).Processing does not involve the N terminus of PacC. Wchave previously shown that PacC processing involves proteo-lytic removal of C-terminal residues of PacC (25), but this does
not preclude the possibility of additional proteolytic removal ofN-terminal residues upstream of the zinc finger region (begin-
ning at residue 76). Two Met codons (codons 1 and 5) arepresent in the putative pacC coding region corresponding tothe N terminus, either of which might be used for transíationalinitiation.pacCSO4 (39) is a missense mutation affecting codan5, resulting in an Mil substitution and selected es partially
suppressing thc alkalinity-mimicking phenotype of pacCS.The diminution of this alkalinity-mimicking phenotype bypacCSO4 suggested that transíational initiation accurs, at leastín part, at codon 5 and that suppression results from reducedPacC synthesis (39).pacCSO4 does, indeed, reduce PacC leveisín a pacc’5 background (Fig. 3A). Figure 3A also shows thatthe pacCSO4 mutation decreases the mobility of the complexformed by dic processed form of PacC under both acidic and
alkaline growth conditions. High-resalution EMSA analysis(Fig. 3B) confirmed this decreased mobility and showed thatthe processed PacC complex is resolved into at least two bands,
which are seen with both wild-type and pacCSO4 extracts, ex-
cluding the passibility that they result from alternative tran’>-lational initiation at Met codons 1 and 5 and suggesting C-terminal heterogeneity of the pracessed form. These data
strongly suggest that Metí is the major transíation initiation
residue and that, by mutating cadon 5 to en Ile codon,pacCSO4forces the use of Met codan 1 for initiatian. Thcrefore, the
majar transíation product cantains 674 residues (not 678).
However, to avoid confusion with the previous literature, we
will continue numbering from Metí. la addition, the mobility
shift resulting from the pacCSO4 mutation demonstrates that
processing removes only residues C terminal to the DNA bind-
ing domain, leaving the N terminus intact.
Certain alkal¡nity-ni¡micking tníssense mutatlon’> facilitate
the accessibility of PacC to the processing protease. Sequene-
ing of mutant pacC alleles revealed that three alkalinity-mim-
icking pacC mutations, pacC39, -63, and -69, are missense
mutations resulting ja the substitutions L266F, L259R, and
L340S, respectively (Table 3). pacC39 has a weak and ther-
mosensitive phenotype and is oaly partially constitutive, as
judged by its partial suppression of palB7 (in contrast to com-
plete suppression by alí other characterized pacC mutation’>
(1, 6). Correlatiag with the subtle phenotype, PacCprocessing
in apacC39 strain was partially constitutive (¡e., somewhat
elevated under acidic growth conditions but more so under
alkaline growth conditions) (Fig. 4A). In contrast to the pH-
dependent processing seen in the pacCS9 strain, PacC pro-
cessing was fully constitutive in strains carrying the phenotyp-
ically more extremepacC&53 andpacC$59 mutatioas (Fig. 4A),
thus resembliag processing inpacCc strains having a truncated
FacC protein (25). The L340S (.pacC69) substitution maps at
a considerable distance from the processing site (see below)
and from the L266F (pacC39) and L259R (pacC63) substi-
tutions. These mutatioas are therefore unlikely to favor pro-
tease recognition, suggesting instead that they modify the ac-
cessibility of PacC to thc processing protease.
Aa acidity-niimicking deletion znutatioa preventing pH sig-
nal reception. pacC~’20205 is en extreme-acidity-mimicking
loss-of-function mutation whase mutant product differs from
wild-type PacC mainly through deletion of residues 465
through 540 (‘Pable 3). Phenotypically, pacC~’t020S strains
closely resemble strains having nuil mutations in thepaLi, -B,
-C, -1’, and -H genes (1, 6, 10, 24) of thepH signal transduction
pathway. UnlikepacC nulí mutants or strains haviag mutations
such as pacC~1206 and pacC~1230 (see below), whose Iow
PacC protein levels probably result, at least in part, from in-
stability of the mutaat proteins, pacC~l-2O20S strains graw
aad conidiate normally under acidic aad neutral coaditions at
both 25 and 370C. The pacC~’2O2O5 mutation (Fig. 4B)
markedly reduces PacC pratein leveis ja extracts and largely
prevents processiag under neutral growth conditions (whereas
wild-tyye PacC is nearly fully processed) (note that
pacC~ 20205 straias do aot graw uader alkaline growth con-
ditions). These date strongly suggest that one or more residues
in the deleted region (residues 465 to 540) are involved in pH
signal reception or its conformational coasequeaces aad that
their absence, coupled with reteation of the 138 C-termiaal
residues, results in iasensitivity to the processiag protease. If
the only fuaction absent from the mutant proteia was the pH
signal reception ar response, an additional deletion at the C
terminus should leed to pH-independeat processing aad alka-
linity mimicry. The pacC2O2 frameshift mutation (39) trun-
cates PacC at residue 464 and results la pH-indepeadeat pro-
cessiag (25), strongly supporting this conclusion.
Neatrality-rniniicking ínutations: a new class ofpacC usuta-
(jons. Selectian and characterization of alkaliaity- and acidity-
mimickiag mutatiaas ¡o PacC have been described previausly
(1,6, 25, 39). acept for pacCSO, which truacates the protein
after residuc 266 (25), no mutations tr-uncating PacCupstream
of residue 464 and resulting in an alkaliaity-mimickiag, consti-
tutive phenotype have been characterized (39). To character-
ize PacC further and define more prccisely the site nod re-
quirements of processing, wc saught mutations la the interval
TABLE 3. Mutant sequence ehanges in ¡mcC and re’>ult¡ng
Ccnatype Picnotype Mutation Mutant protein Reference
pacCSO4 (paccl)
pacC76O4
pacCSOS
pacCSlS
pacC23O
2”
±1—
+1—
+1—
±1—
G835C (C2528’P)
~C1426
AC1631
1641 1-A
ATJ 675
MM (5—+5235y’5—473 QSLDLATQI5
5—#224 SHRTRLTATSrIL
5—~227 KPVLRQRLLRSEYRPRASPSVV5
5—.238 KPAQSLTKRRMNPRSGVMMRL
MSSLVTSSAONLTLIPTLPWASACSVC
39
39
39
This wark
This work
RTCPCLF’
pacC20000
pacCóS
pacC2060l
pacC39
pacC5O
pacC2O6O3
pacC2O6O2
pacC2O6
pacC2O6O4 (pacC2O6)
el—
c
el—
c (ss/>
e
e
e/—
+1—
el—
1711+12
T1734C
C1739T
C1754T
A1758T
áC1792
C1817’P
AT1888; T1891C
AC1913 (AT1888; T1891C)
5—051 OEAGL’
L259R
5—’260~
L266F
5—.266~
5—~278 WASACSVCRTCPCLF’
5~4287*
5—+310 SLVVHMVAALTLRRHIIFHQ5
5—’310 SLVVHMVAPSPCAGISSSTNE
QRPNQERLDQHRPVPAANACHNI5
TIsis wark
This work
This work
This work
This work
‘Phis work
‘Phis work
This work
This work
parC2O2OSOS e M949—~4950 5—~330 FQRPNQERLDOHR-
PVPAANAOHNI*
TIsis work
pacC2O2OSO3
pacC69
pacC67
pacC7S
pacC2O2
pacC2O2OS (pacC2O2)
pacCl4
pacCl
pacC2O2OSlS ant] pacC2O2OS¡6~
(pacC2O2 pacC2O2OS)
pacC200
±
±
±
±
±
±1—
e
e
e
A1959—51961; 1958+ATT
T1977C
AC21S; A2182T
12225013
A2353—42555
AC2577 (A2353—+2555)
C2437A
C2528T
CT56OT ant] C1932T
(A2353—*2555; á2557)
2690+T
5—*333 D5
L340S
5—407 ILRTPLRLALRL’
5—>430’
5—464 IDRPGSPFRISGRC’
5—~464 IDRPGSPL 541—’678’
5.~+492*
5—+52M
5—44641O~ ant] A323V, respectivcly
5—+578 Y’
This work
This work
This work
This work
39
‘Phis work
39
39
TIsis work
39
Tic presence of Líe pacC5 mutatian prevcots tic asacasmeot of Lic pIscaotypc of
1aacCSO4.
~ ts, Liernsoicnaitjve pienotype.
Batí mutatianí are preseot jo Líe same rcvertant, wiiei Isas a constitutive pienotype.
Asteri’>ks denote stop codoní.
between the most-downstream characterized partial loss-of-
function mutation, pacC~’515, wh¡ch truncates the protein
after res¡due 227 (39), and cadon 464 (‘Pable 3). One technique
emplayed was the reversion of two new extreme-acidity-mim-
icking Ioss-of-function mutations (‘Pables 1 and 3; Fig. 1),
pacC~’tO2OS (described aboye) and pacC~’tO6. pacC~
1206
truncates the normal protein sequence after residue 310 and
results in vesy law PacC protein leveis (data not shawn).
Among the mutations selected ¡o th¡s way were alkal¡nity-
mimicking mutations such as pat C’20603 and pacCe2O2OSO3,
which truncate the normal protein sequenceafier residues 278
and 333, respectively (‘Pables 1 and 3; Fig. 1). In addition,
mutationí representing a new cias’> were obíained (Tables 1
and 3; Fig. 1). ‘Pliese neutral¡ty-mimicking or constitutive-de-
repressed (pacC~’) mutation’> have a range of phcnotypesbut,
in cadi case, share sorne aspects of the phenotypes of bath
alkalinity-mimicking and acid¡ty-m¡mick¡ng mutation’>. They
do not respond to ambient pH and typically have rather high
leveis of batí alkaline ant] acid phosphatascs. Frequently they
also lead to resistance to botí molybdate (rcsembliog pacC”
mutations) and neomycin (rcscmbling pacC~’ and pacC
mutations) toxicities. Neutrality-m¡micking mutation’> also in-
elude pacC~’<20O0O, which was selected a’> alleviating thc
stroogly alkalioity-mimick¡ng phenotype of the pacCC200 mu-
tation (39). Particularly notcwarthy 1’> pacC’120604, which
replaces the final 12 residues of thc 20-residue abnormal
PacC2O6 12 terminus by 36 residues, which are also aboarmal
but are encoded by a different reading frame, showing that law
levelsof thepacC~12O6 mutant praduct are possibly dueto it’>
abnarmal, frameshifted 12 terminus.
Determination of the processing limit of PacC. Wc previ-
ausly proposed tiat the PacC proteolytic processing limit
would be around residue 270 (25). We have characterized
several truncating mutation’> by SDS-palyaerylamide gel elee-
trophoresis (SDS-PAGB) inimunoblot analy’>is and high-reso-
lution EMSA (Fig. 5) to determine thi’> limit with greater
precision. In Western analysis, tic wild-type processed form,
whici appears as adoublet (in agreemcnt w¡th EMSA [Fig. 3A
and 5]), showed a ‘>light mercase in mobility compared to the
truncated pacCSO and pacC’20601 products and a slight
decrease compared to tiepacC~’S15 product, indicating that
tic praccssing site would be locatedbctween residues 250 and 260
(see Fig. 5 for predictions of Mr). However, thepacC20000
product showed unexpectedly reduced mobility, whcreas thc
pacC~’~515 product showed a minor band with reduced mo-
bility which wa’> not observed for tiepacc’508 protein (Fig.
5). Srnall differenccs in mability lcading to tiese inconsisten-
cíe’> might reflectdifferences in amino acid composition, which
affects mobility because it affccts SDS binding to tic polypep-
tide (and consequently the charge/mas’> ratio). Basicproteins,
acidic protein’>, ant] protein’> riel in proline ‘>iow abnorrnally
reduced mobility by SDS-PAGE (16), and even alteration’> of
a single amino acid change the mobility of p2l ras ¡o SDS-
PAGE (32). BotipacCc¡20000 ant] pacC~’ 515 are truncat-
¡ng mutation’> introducing frarneshiftcd residues at the 12 ter-
mínt of their products (‘Pable 3). pacC”20000 removes Ihe
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neutral pH condisions.
two basic amino acid eluster’> ant] introduces a glutamate res-
idue ¡o tic frameshiftcd sequence. It’> resulting —65 12-termi-
nal residues (in a 252-residue protein, starting frorn MetS)
contain no basic (but some acidie) residtses ant] are proline
r~ch. Wc suspect tiat oneor more of tiese features níay reduce
SDS binding ant] consequently mobility. The pacC~’ 515 pro-
tein has a 22-residue out-of-frame sequence at it’> 12 terminus,
íneluding 6 hydrophob¡c, 6 basic, ant] 3 proline residues.
Our sensitive EMSA gaye mucí greater resolution than
Western blots. In addition, it did not yield tic inconsistency
detected by Western blotting for tic pacC’~20O0O prot]uct
ant] resolved a single bant] with pacC~1 515 extracts, greatlyfacilitating tic approximate localization of the proteolysis site.
‘Phis presumably results from thc fact that the netcharge of the
PacC-DNA complcx is determined mostly by DNA phos-
phates, and therefore mas’> ehanges in the protein moiety are
faithfully transíated into mahility changes of tic complez. In
tus high-rcsolution EMSA, extracts from apacC”50 (truncat-
íng PacC after residue 266) strain revealed a prominent com-
plex of lower mobility tian tic proces’>ed wilt]-typc PacC.
Wild-typc PacC eomplex is resolved a’> a doublet, po’>sibly
tndicating heterogeneity at the 12 terminus (Fig. 3 ant] 5). A
minar band, resulting from inefficient proces’>ing of tic
pacCe5O protein, ha’> wild-typc mobility (Fig. 5). ‘Pherefore, thc
12 terminus of tic procesíed form niust be up’>tream of residuc
266. A similar result with pacC’20601 mutant extracts (Fig.
5) placed thc proteoly’>is limit up’>trcam of residue 260. In
contra’>t, the complex formed by cxtracts of thc pacC~’ 515
strain was ‘>lightly more mobile than tiat witi the wild-typc
praces’>ed form. Finally, thepacC’20000 strain extractsgaye
a complcxwith vcry ‘>lightly reduced mobility. ‘Phe data ¡u F¡g.
5 enablet] us to interpolate from a semilogaritimie plot of
mutant protein Mr versus relative complex mobility that Ihe
most upstream 12-terminal Iimit of thc proees’>ed PaeC form,
corresponding to thefaster bant] seen in thewild type, is l¡kely
to be within the basic tripeptide Ly’>252-Ly’>253-Arg254 or ¡o
it’> immediate vieinity.
Proteolytic requirements C terminal to theprocessing limiÉ.
pacCeI4, a chain termination mutation which truncate’> PacC
after re’>idue 492 (39), results in pH-independent proces’>ing
ant] clevated level’> of proees’>ed PacC levels (Fig. 6) (25).
Furtier C-terminal truncation (‘Pable 3 ant] Hg. 1) to residue
464 (,pacc’2020515) or 430 (,pacC7S) had thesame effeet (Fig.
6). ‘Pruneation at re’>idue 407 (pacfiY67) stiIl resulted in nearly
complete processing but lcd to markedly reduced PacC level’>
(Fig. 6), in keeping with it’> relatively weak alkalinity-mimick-
ing phenotype. Proteins truncated to residue 333
<,pacC2020503) or 330 <,pacC2O2OSOS) (‘Pable 3; Fig. 1) were
Iargely unprocessed under acidie growth conditions (Fig. 6).
Extracts of strains carrying either of the latter two mutations
formed, in adt]ition to retardation complexes corresponding to
(truncated) unproces’>ed and normally processed forms of
PacC, a new complex having a mobility similar to that of the
unproees’>ed pacCt5O (truncating after resit]ue 266) ant]
PacC(5-265) farms (Fig. 6). PacC in pacCfr5O ant]
akA0::PacC(5-265) strain extracts Ls largely unprocesset] (Fig.
5, 6, 7, ant] 8). PaeC in extraet’> of apacCY2O6O3 ‘>train (trun-
cated after re’>idue 278 buÍ witi a frame’>hifted 15-residue 12
terminus) is presentat a relatively low level ant] processed suci
that tic main eomplex is approximately equivalent in mobilitv
to that ofpacC0SO. Wc conclude that PacC residues 407 to 678
are not required for proce’>sing buÍ that truneating the protein
at residue 333 or furthcr upstrcam largelyprcvcnts it. Trunca-
tion at residue 333 or upstream also gives risc to an aberrant
processing prot]uct.
The processing protease does not require a specific se-
quence at the PacC proteolysis site. ‘Po determine whcther
PacC proee’>’>ing requires particular sequences at the proteol-
ysis site, Wc constructed a mutant allele (paccM) driving ex-
pre’>’>ion (under alcAncontrol) of a PacC protein with residues
235 to 264 delcted (‘Pable 2; Fig. 1). ‘Phis 30-residue deletion
resulted in constitutive processing under acidie growth eont]i-
tions, giving a retardation eomplex indistinguishable in mobil-
ity from tic proce’>’>ed wild-typepacC gene product (Fig. 7A).
‘Phis implies that thc PacC-proeessing protease doc’> not re-
quire a specific target sequence (ant] also indicates that dele-
tion of thc’>e 30 residues facilitate’> proce’>’>ing). ‘Po ensure that
tic processing of this deletion protein wa’> not atypical, two
furtier constructed deletion allele’> plus a frameshift mutation
obtained by classical gcnetics were analyzedfor their effect’> on
proee’>’>ing. Full-length PacC proteins with residues 251 to 270
@acCá2 allele) or 235 to 300 (pacCA3allele) deleted (Table 2;
Fig. 1) resemble tic pacCAl prot]uet in yielding processed
products indistinguisiable in rnobility from thc wild tYve by
EMSA (Hg. lB ant] D). Thc acidity-mimicking pacC~ t30
frameshift mutation truncates the normal protein sequence
after residue 238, which is then followed by 55 residues en-
caded in tic —1 reading frame (‘Pable 3; F¡g. 1). pacC~~230
result’> in low PacC level’>, but proccs’>ing appear’> to remave
—40 framc’>iifted residues so that the retardatian eomplcx is of
proces’>et] wild-type size (Hg. 712). ‘Phcsc rcsult’> strongly sug-
gest that the protease recognizes PacCsequences or ‘>tructural
features located up’>trcam of rcsiduc 235 ant] cleaves the pro-
Lein at a distance down’>tream from the recognitian site.
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PtO. 5. Mapping of ticE? terminas of tic proceased form. Tic IsaifLone 00 Lic ieft íIsows so enlarged partion of so SDS—1 1% PACE immunoblat analyíi’> sIsoaing
tic maiilities ssf different mutsot truocated PacE? protein’> compared Lo LiaL of tic aiid-typc procesaed form. Tic rigit Isaiftone 5 so EMSA autarat]iogram íioaing
sic mabilities uf camplexes formed iy sIse wild-Lype PacE? proccísed form ant] by several mutsot protejo’> truneated jo tic vicinity of Líe E? terminus of Liii procested
farm. Culture condition’> acreas jo Fig. 2. Acidie growti conditioní acre used for sil mutant itraina. Tic amino acid sequenee of tic regian surrouodiog Líe predicted
proeessing site is Isoxed, witi tic posision’> of kcy mutation’> indicated (see siso Table 3>. An astcriík denotes a ‘>Lop codan. Tic tabie sIsas’> tic predicted M,s (stsrtiog
aL MeLS) of iypotIsctieal or derived (wIserc nautation’> are indicated) proteina cnding aL Líe indicated pasitioní.
PacC processiag can occur in yeast if pH signalling 1’> by-
passed. Homologues with regaed to the DNA binding damain
of PacC have been deseribed for thc yeast’> £ cerevisiae ant]
Yan-owia lipolytica (18, 36). ‘Phe RIM8, -9, and -13 genes of £
cerevisiae (35) ant] thcPALi, -2, -3, ant] -4 gene’> of Y h~oIytica
(18) are vety l¡kely to be funetional homologues of the A.
nidulans pal gene’> mediating ambient pH signal tran’>duetion
(see Oi’>cu’>sion). In particular, the RIM9- ant] palI-dcrivet]
transíationproducts show ‘>ignificant sequence similarity (9). £
cerevisiae Rimlp, who’>e DNA binding dornain i’> homologon’>
to that of PacC (39), also undergoes pH-depent]cnt 12-terminal
proteolytic processing (20). ‘Phis raises the question ofwhether
the processing protea’>e might be funetionally conserved be-
tweeo £ cerevisiae ant] A. nidulan’>.
In A. nidulan’>, mutational 12-terminal truncation of PacG
obviates the requircment for the pal pH signal traosduction
pathway for praces’>ing. For example, pacC&14, an extreme-
alkalinity-mimicking mutation eneoding a protein truncated
after resit]ue 492 (39), results almost exeiusively ¡o the pro-
cessed form of PacC irrespective of growth condition’> (Fig. 6
and 8) (25). When variosa’> length’> of thc pacC eot]ing region
were expre’>sed in £ cerevisiae under GAL)0 control (Fig. 8),
expres’>ion of PacC(5-492) Jet] to considerable praces’>ing, giv-
¡ng a majar retardation band with approxirnately the same
mobility a’> [he processet] form in A. nidulans extraet’>. In al
dition, yeast extractscontained a procc’>’>ed PacC form giving a
‘>lightly lower-mobility complex, approximating that formed by
pacCt5O strain extract’> (Fig. 8, lane 6). As in A. nidulans,
PacC(5-265) is only very partially proce’>sed ¡o £ cerev¡szae
(Fig. 8). Very l¡ttle proccs’>ing of the full-length PacC(5-678)
protein occurred (Fig. 8). ‘Paleen together, these data indicate
that appropriate Pac12 proces’>ing can acetar in £ cerevisiae
provided that mutational truncation ha’> bypassed the need far
the protea’>e-sensitizing modification introduced by the pH
signal tran’>duction pathway. ‘Phe presumed equivalent S. cer-
ev¡szae ‘>ignal tran’>duction proces’>, if present, mu’>t not have
been properly activated under the growth condition’> used or
eannot recognize theA. nidulans Pac12 protein (whase similar-
ity to Rimlp is confined ta the DNA binding domain).
DISCUSSION
According to the current madel of pH regulation mA. nidu-
Ians (25), the fuli-length primary transíation praduct is inac-
tíve. In response to allealine ambient pH, the pal pathway
mediate’> a modifleation of PacC which sensitize’> it to a pro-
teolytie aetivating step fo yield a procc’>sed forrn of PaeC com-
petent in ‘>truetural gene regulation. ‘Phis work provide’> evt-
dence for twa key aspect’> of the model. First, relative-stability
‘>tudies support a precursor-to-product rclatiooship bctwecn
padM2O6Ol pacO’50
*
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FIC. 6. Praccssing of mutantpacC proteiní truncated upstrcam of rcsidue
492. EMSAs acre perfanned alLí Líe inclicated pratein extraet’>. Al! cultures
acre groan under seidie candition’>, uíiog PPB wiLi 3% suerose, exccpt siaL bar
lane 10, aiici was groan under indueing (ant] seidie) condition’> bar a/el5.E?lascd ant] apeo Liiek arraws denote sic bull-leogti ant] proccísed wild.Lypc
PacE? pratein’>, respecsively. Tun arroas jo tic colarged portion of Lic autora-
diagram indicase Lic pasitian of Lic aild-Lype proccísed barm. Numbers witiin
brackets abter mutatioos siaw tic C-Ierminal residues of tic praducts, aiti tic
nuniber ofadditiaoal residocí adt]ed after bramesbift mutatianí preceded by s+.
See Table 3 bar detaila.
the twa Pac12 forms detected in extract’>. The tull-length form
ha’> a relatively ‘>hort half lite, a’> aresult of it’> conversian to the
much more stable pracessed form. Second, we confirm that
PacC proce’>’>ing requires the pal signal transt]uction pathway.
Mutational inactivation of thi’> pathway doc’> not affect ‘>tability
of the praces’>ed torm of FaeC bat markedly stabil¡zes the
full-length form.
U’>ing pacCSO4, which results in an M51 substitution ant]
shifts transíatianal initiation to codon 1, we demonstrated that
proteolytic processing doc’> not remove N-terminal residues
and showed that the majar transiational initiation codon for
PacC is AUG codon5. ‘Phe context ofpacC codon 5 conforms
more clo’>ely than that of codon 1 to the consensus for astrong
ínitiatian codon deduced for theA. nidulansareA gene (2). ‘Phe
fact thatpacCs04 doc’> nat Icad to aIo’>s-of-tunction phenatype
shaw’> that codan 1 is campetent ¡rs transíational initiation,
even it it doc’> not prevent leaky ‘>eanning. It is therefore
possible that in the wilt] type a minar proportion (below cur-
rent detection limits) of transíation initiate’> at codon 1.
Pae12 proce’>’>ing is the pil-sensitive ‘>tep leading to changes
in gene expre’>’>ion in response to ambient pH. ‘Phe activity of
the processing protease is apparently not PH regulated, a’>
12-terminal truncating pacC mutation’> re’>ulf in alkalinity
mimicry and pH-independent processing (reference 25 and
thi’> work). Thus, the actual pH-regulated ‘>tep is very likely to
be the transition of PacC from a protease-in’>en’>itive to a
protease-sensitive conformation. Under acidic growth cont]i-
tion’>, interactian’> between 12- and N-terminal moictie’> di’>-
rupted by 12-terminal truncation’> would belp maintain PacC in
the protea’>e-inaccessible canformation. Among the predic-
tions of this model are that (i) pacC mutations outsit]e the C
terminus ‘>hoult] al’>o disrupt such interaction’> ant] result in
pH-independent processing and a pacC phenotype and (u)
pacC mutation’> rendering the protein insen’>itive to the alka-
fine pH signal or locking it in the protease-inaccesgible con-
formation should result in a lo’>’>-ot-function, acidity-mimieking
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PtO. 7. Praceísing ab PacE? mutaot prateiní lackiog sic pracessiog site.
EMSAí ob tic ¡odicated pratein extracts acre perbarmed witi tic syotictic
ipoA2 site sí a probe. Tic arroas indicate tic mubility of Líe eamplex farmed iy
Lic pracested PacE? form. lo paneis A, B, ansi O, expressiao of indicated mutsoL
PacE? prateiní así driveo iy a/cA5 ansi repressiog or inducing graati canditianí
acre used, as indicated beloa, (A) Osta bar PacC(5-234::265-678). toduciog (siso
acidie) growti conditioní were used bar a/cA5. Tic loa leída of Lic bulí-Icogtí
bonn lo lane 4 (ajid type) are prabably due Lo atkaljojzatiaa resulting brom
tireonine eataioiism Liraugisoat groatí. (B) Data far PacE?(5-250::271-678). lo
bines 1 ant] 2, myeelia pregraao under repressing conditioníacre traníberred bar
6 Is La acidie ioduciog (1) ar repreísiog (R) canditianí, as indicased. (E?) Osta bar
pacC~’ 230. Acidie groati caot]itioos acre used (in lane 2, a/cA’ ioduciog
asodiLjoos acre alio used). (D) Al! cultures acre groan under acidie canditioní.
Lo lanes 2 ant] 3, n,ycelia acre pregrown under rcprcísiog canditioní sod Lraos-
ferred bar 6 i La rcpresíing (R) or iodueing (1) conditiona, sí iodicaLcd.
1,4: CALI P::PacC(5-265)
2, 5: CALI P::PacC(S-678)
3, 6: CALI P:PacC(5-492)
¡-3, repressing condition’>
4-6, inducing condition’>
7: A. nidulans wt, H~
8. A. nidulans wt, 0W
9. alcAP::PacC(5-265)
(induced)
1O.A. nidulanspacC’14, W
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PIC. 8. Praecssing of PacE? jo 8. cerevisiae. lo isoca 1 50 6, cultures of yeast
atrainí eoolaining tic indicased canatrueta acre groan under induciog ar re-
preísing canditiana for GALl~ ant] used <a prepare protein extracta, abicí acre
aasayed iy ElISA far PacE? ONA iiodiog acsivity. Control A. nido/ana extracta
acre included, sí indicated. Arraaieads denote tic apprapriately proceased
pradues o 8. cereviaiae, abercas so aierrantiy proecased produet la atarred. at,
ajid type.
phenotype. ‘Phe L259R, L266F, ant] L340S substitution’> are
very Iikely to falí into the former cías’>. ‘Phe acit]ity-mimicking
pacC~’2020S-containing allele is an example of the latter.
Leucine residues at positian’> 259, 266, ant] 340 are probably
invalved, t]ireetly or indirectly, in procc’>’>ing-preventing inter-
action’> with thc 12 terminus. Canstitutive (pH-indcpcnt]ent)
processing of mutant protein’> with residues 235 fo 264 or 251
fo 270 delcted confirm’> the invalvemcnt of the enviran’> of thc
proec’>sing site in interaction’> preventing pracessing ant] pro—
vide’> eompelling evidenee again’>t thc alternative interprcta-
tion that the L259R ant] L266F substitution’> increase affinity
for the proccs’>ing protease (a possibility that would othcrwise
be farmally equivalent to increased aece’>’>ibility). ‘Phe involve-
ment of Leu340 in interaction’> with the 12 terminus has been
established (13).
Analysis of a collection of PacC pratein’> mutatianally trun-
cated ¡o the enviran’> of the ~rocessing site(s) indicated ‘>light
heterogeneity at the 12 terminus of the proee’>sed farm, with
the mast amino-praxirnal proce’>’>ing site located within ar in
the immediate vicinity of the basic sequence Ly’>252-Lys253-
Arg254 ant] the most amino-dista] limit lacated a further faur
residues downstream (Fig. 3 ant] 5). Proce’>sing require’> a
certain polypeptit]e chain length dawnstrcam of the proteolysi’>
site. ‘Pruncatian at residue 407 or dawnstrcam allows faithful
ant] eflieient prace’>sing. In cantra’>t, PacC protein’> ending at
re’>idue 265 ar 266 (i.e., 13 or 14 residues downstream of
Ly’>252) are inefliciently proce’>sed. Extension to rcsidue 278 or
330 ‘>omewhat improved prace’>sing, although a ‘>ignificant pro-
portion of thc praee’>’>ed prat]uet was larger than the wild-type
proce’>sed torm, indicating aberrant proces’>ing. Thc sizes of
thesc aberrant prace’>sing prot]uctsappear to be verysimilar to
that of an unproce’>sed product having Leu266 at its 12 terminus.
Internal deletion of the proces’>ing site(s), remaving 17 res-
idues up’>tream and 10 residues t]ownstrcam of thc Lys252-
Lys253-Arg2S4 tripeptide, did not prevent proce’>sing, int]ieat-
ing alack of ‘>pceificity of the pratease at thc cleavage site. ‘Phe
procc’>sed mutant produet is indistinguishabie in size from thc
wild type and cannot result fram prace’>sing at the t]ownstream
Ly’>267-Arg268-Arg269 tripeptide, a’> tlae rcsulting protein (233
ta 235 residues begioning from Met5) wault] be deteetably
smallcr than the wild-type proee’>’>ed form (248 ta 250 rc’>i-
dues). In additian, proteins with residues 251 ta 270 ar 235 ta
300 deleted (therefore with both basic tripeptides removed)
are elliciently ant] faithfully proce’>’>ed ta wilt]-type size. ‘Phis
‘>trangly ‘>uggests that the protease recognizes sequenee’> or
struetural features of PacC up’>tream of residuc 235 and
cleaves at a distance t]own’>tream from the recognition se-
quenee. Analy’>i’> of thcpacC~1230 product strangly supportsthis conclusion, a’> the 55-re’>idue trameshifted peptide follow-
¡ng re’>it]ue 238 is appropriately cleaved, giving a proces’>ed
farm of approximately wild-typc size. ‘Phis not only eonfirms
the lack af ‘>peciticity at the cleavage site hut shaw’> that a
completely different amino acid sequence can tulfil the mtní-
mum requiremcnt for residues 12 terminal to the cleavage site
for faithful proces’>ing.
A similar situation in which a proces’>ing protease cuta at a
distanee from it’> specificity t]etcrminants ha’> been described
for proce’>’>ing of the NF-KB ant] NF-KB2 pSO and p52 precur-
sor’>, pb5 (21) and plOO (4), re’>pect¡vely. ‘Phe involvcment of
thc ubiquitin-proteasome pathway ¡o this reaction ‘>eem’> fo be
welI established (26, 27) but raises question’> of how a protein
which ha’> been ubiquitin taggedfor proteasome-mediated pro-
teolysis is not entirely degraded (27). Evidence presented by
Lin ant] Gha’>h (21) ‘>trongly ‘>uggcstet] a two-’>tep mechani’>m
involving a signal-dependent ent]oproteolytic cleavage of píOS
followed by degradation of the 12-terminal moicty. ‘Phcy alsa
demonstrated the presence of a context-int]ependent 23-amí-
no-acid signal ent]ing 38 residues upstream of the target pep-
tide band whieh provides the cleavage specifieity for the re-
lease of pISO from pl05. ‘Phis two-’>tep mechanism would
‘>atisfactorily explain the partial degradation of the precursor>
¡rs which protca’>ome-t]ependent proteoly’>is of the released
12-terminal fragment woult] be gaverned by the N-end rule
(21). In common with aur data for Pac12, speeifie sequenees at
the cleavage site of píOS are nat required. A similar eanclu’>ion
was reached by Bctts ant] Nabel (4) for proces’>ing of NF-KB2
pl00.
A. nidulana PacC is a prototype of a family of filamentaus
fungal and yeast transeription factor’> having a homologaus
thrce-zine-finger DNA bint]ing domain and undergoing activa-
tian by proteolytie processing. S. cerevisiae Rimlp is alsa pro-
teolytieally activated in response to alkaline ambient pH (20).
hin) mutants ‘>how poar growth at low temperature’>, altered
colony morpholagy, inefficient ‘>porulation, ant] detective inva-
sive growth (20, 35), but theconnection between the’>e pheno-
type’> ant] the absenee of transduetion of a pH-t]ependent ‘>ig-
nal through Rimlp i’> unclear. In contra’>t, it is wcll establi’>hed
that Y lipolytica YIRimlOlp mediate’> pH regulation (18). Al-
though pratealytic activation of YIRimlOlp is to be expected,
based an the alkalinity-mimicking phenotype of 12-terminal
truncating mutation’> (18), it ha’> not yet been reported.
Gene’> involved in transt]uciog the ambient pH signal have
beco genetically identified ¡rs £ cerevisiae (RIM8, -9, ant] -13
[20, 35]) ant] Y lipolytica (PALI, -2, -3, ant] -4 [18]), ant] they
might be isofunetional homologues of A. nidulana pal gene’>.
lodeed, £ cerevisiae Rim9p shaw’> 36.7% identity ayer 180
residues, inelut]ing nearly alí of thc faur hyt]rophabic, putative
transmembrane ‘>egments, to A. nidulana PalI, but it Iack’> any
sequence corresponding to thc very basic, hyt]rophilic, 12-ter-
minal >—400 residues ab Pali (9). Sequenee compari’>ons have
al’>a been u’>cful ¡o ideoti~’ing putative yea’>t homologues of
deduced pal gene product’>. Thu’>, PaiD, whieh is likely so he a
cysteine protease of the calpain family (10), shaw’> significant
‘>imilarity to the derived transíation product of S. cerevisiae
YMR154c in the catalytic domain and PaIB homology domaín
(34). PaIA shaw’> 30.2% it]entity ayer 732 residues ta the de-
rived transíation product of S. cerevisiac YOR275c (24). PaIF
shaw’> shart region’> of similarity fo derived transíatian prat]-
ucts of 5 ccrevisiae YGLO4Sw ant] YGLU46w (23). Ihe ability
of C-terminally truneating gain-of-tunetion mutation’> ¡rs RIMI
ant] YJ’RJMIOI to bypas’> lo’>’>-of-funetion mutation’> in their
respective signal trarssduction genes strongly suggc’>t’> that the
PacC model applies to it’> yea’>t homologues. However, the
considerable sequence divergence in putative signal transduc-
tion homologues a’> well as within the transcription factor’>
themsclve’> outside the DNA b¡nding domain (18, 39) provides
a poss¡ble rationale for why thePacC primary transíationprat]-
uct fail’> to undergo significant proce’>s¡ng ¡rs £ cerevisiae (at
lcast under the growth condition’> tested). Very sign¡ficantly,
hawever, a muíant form of PacC truncated after rcsidue 492,
who’>e proce’>sing is indepent]ent of ambient pH (¡.e., pal path-
way) signalling, underwent proce’>s¡ng to the correet ‘>ize ¡rs S.
cerevisiae, although sorne proce’>sing wa’> aberrant. ‘Phu’>, ap-
propriate processing of PacCcan definitely oceur in yea’>t. An
important question for the future is whether the same proteo-
lytic activ¡ty is responsible for PacC and Rimlp processing ant]
woult] thu’> repre’>ent a conserved proteolytie control point for
tran’>cript¡on factor’> of the PacC-Rimlp fam¡ly.
ACKNOWLEDGMENTS
Wc thaok Teresa Suárez arsd Lynne Rainhaw bar diícussioní ant]
Elena Reoya bar tcehnicai asaistance.
Wc are gratebul bar support ab the ED through Biotech contract
B104-C’P96-0535 (to MA.P. ant] H.N.A.), thc BBSRC througb grant
60/P05893 (to RNA.) ant] researcí stut]entíiips (La C.V.B. ansi S.S.),
the CICY’P thraugh grant B1097-348 (to M.A.P.), thc MEE? ant] the
Gobierno Vasco tiraugí PNFPI (fo JMM.) ant] PEL (<a ED.) bel-
lowships, respectiveiy, ant] tic DGICYT bar a pastdaetaral contraet
(to MO.).
REFERENCES
1. Ant, 11. N., Jr., E. Bignelí, anil J. Tilburis. 1994. Tao new genes invoived jo
sxgnalling ambicos pH ioAspergillus nido/ana. Mal. Gen. Ceoet. 245:787—790.
2. Aras, H. N., ir., sud A. Sheeríns. 1996. Tranalational competenee, ‘ieaky
ícaoniog ant] trsnsiasiooai reinitiatian jo ercí mRNA of Aspergí//os oUa-
/ana. Mal. Micrabiol. 19:1019—1024.
3. Belein, M. P., aid KV. Asderson. 1996. A conserved signaling patiaay: Lic
Drosophi/a salí-dorsal patiway. Anou. Rey. Ccli. 0ev. Biol. 12:393—416.
4. BeLLí, J. C., aid ~I 3. Nabel. 1996. Ojiferentia! regulation of NP-,B2(plOO)
praceíaiog ansi control by amino-Lermioasl sequences. Mal. Ccli. Biol. 16:
6363—6371.
5. Broma, M. 5., and J. L GoldíLein. 1997. Tic SREBP patiaay: regulation of
cialesteral metabotiaro by proteaiysis of a memiraoe-bouod transeription
factor. Ccli 89:331—340.
6. Cadd¡ck, M. X., A. O. Bronlee, and 11. N. Ant, ir. 1986. Regulation ob gene
cxpressian iy pH of tic groatí medium jo Aspergí//os nídu/ans. Mal. Ceo.
CeneL. 203:346—353.
7. Clutterbuck, A. J. 1993, Aspergil/ua nido/asís, p. 3.71—3.84. la 8. .1. OBrien
(cd.), Cenetie msps. Lacus mapí of complea genomes, 6ti cd., vol. 3. Caíd
Spring Harbar Lsborstary Presa, Caíd Spring Harbor> N.Y.
8. Cave, D. 3. 1966. Tic joduesion ant] repreision of nitrate reduetase o Líe
fungus Aspergí//sas oía/o/ana. Bioeiim. Biopiys. Acta 113:51—56.
9. i)enison, S. H., 8. Negrese.Ursasun, J. M. Mingot, 3. Tílburi,, W. A. Mayer,
A. Cocí, E. A. Espeso, M. A. Peñaba, and H. N. Arst, ir. 1998. PutaLive
membrane camponentí of signal tranaduetion patiwaya bar ambicot pH
reguiation jo Aspergí//os sod meiosis jo Saccharansyces are Isomalagaus. Mal.
Microbiol. 30:259—264.
10. Denison, 5. H., M. Orejas, and U. N. Ant, ir. ¶995. Signaiing ab amijeot pH
so Aspergí//os ovoives a cysteioc proteste. J. Rial. Ciem. 27fr.23519—28522.
11. Dom, G. 1965. Cenetie anaiysis of tic piospiatascí jo Aspergí//as nída/ans.
Cenet. Res. 6:13—26,
12. Espeso> E. A., aud Nl. A. Peñaba. 1996. Tíree iiodiog sites bar tic Aspergí//os
nido/ana PaeC zine-fioger tranacriptian factor are oeeessary ant] aulhcient bar
regolation iy ambicot pH of tic isapenicillio N syotiaae gene promoter.
J. Bial. E?bem. 271:28825—28830.
13. Espeso, E. A., T. Roncal, E. Bígneil, 3. Tílburi,, U. N. Arse, Ir., sud M. A.
Peñaba. Unpuiiisicd daLa.
14. Espeso, E. A., 3. Tílb,arn, L Sánchez-Pnlido, C. V. Brown, A. Valencia, H. N.
Ant, Ir., sod Nl. A. Peñaba. 1997. Speeifie DNA recogoition iy tic Aspergí/-
los ,sílla/ans tiree zinc fioger traníeription factor PacE?. J. Mo!. Biol. 274:
466-480.
15. Fern~ndez.Cañón, J. M., aid M. A. Peñaba. 1995. Ovcrcxpressioo ab twa
peojeillio atojetursí genes ioAspergí//os nido/ana. Mo!. Ceo. Genes. 246:110—
LIS.
16. llames, II. D. 1990. One-dimensianal paiyacrylamide gel electrapiaresií, p.
1—147. /o B. O. 1-lames ant] O. Riekwaod (cd.), Ccl eieetrapiaresis ab
prosciní. A practicai approaei. iRL Presí, Oxford, United Kingdom.
17. ILo, II., Y. Fukuda, 1<. Murata, atad A. Klmura. 1983. Tranífarmation ab
intaet yesaL cclii treated witi slkaii ~OOí. 3. Bacteria!. 153:163—168.
18. Lanslsert, M., 5. Blanclsin-Roland, E. Le Losaedee, A. Lépíngie, and 12. CalI-
lara,,. 1997. Geoctie snslysis of regulata,y mutansa affeetiog syntiesis ab
exsraceliuiar proseinascí jo Líe yeast Yen-avía ligo/yuca: ideotificatian ob a
RIMIOI/pacC iamolog. Mal. Ccii. Dial. 17:3966-3976,
19. Lensaitre, fi., E. Nicolas, L Mielsaut, J. Nl. Reiehhart, asad J. A. Hoffmann.
1996. ‘PIse darsoveotral reguiatory gene cassette spatzie/Toli/caetuí contraía
tic paScaL antifongal response jo Drasopiila adulta. Cdl 86:973—983.
20. Li, W. 5., and A. P. Mitehelí. 1997. Protco!ytie setivatian ab RiMIp. a
positive reguiatar of yeast aponsistion ansi invasive groatí. Geneties 145:
63-73.
21. lAn, L, and 5. Chosh. 1996. A glycine-rici reglan iii NF-KB plOS bunetiona
as a proeesíiog signal bar tic generation ab Líe pSO subuoit. Mal. Ccii. Bia!.
16:2248—2254.
22. MacCabe, A. P., M. Orejas, J. A. Pérez-Conzñlez, sod 0. Ramón. 1998.
Oppas¡te patteros of cxpreísjon of Livo Aspergí//as nido/ana xytanase genes
aiLi reapeet ta amijeut pH. J. Baeterial. 180:1331—1333.
23. Maeclaeroní, W., O. 5. Niay, N. M. Martiiaez-Rossj, sud A. Rosíl. 1997. Tic
sequenee of paIF, so environnaenta! pH response gene in Aspergí//os oída-
laos. Cene 194:163—167.
24. Negrete-Urtasun, 5., 5. II. Denison, asad H. N. Arte, ir. 1997. Ciaraeteriza-
tian ab Líe pH signal tranaductian pstlaaay gene pa/A ob Aspergí//os nido/ana
ant] identifleatian ab posaibie inmalagí. J. Bacteria!. 179:1832—1835.
25. Orejas, M., E. A. Espeso, 3. Tilburn, 5. Sanlcar, U. N. Arsí, Jr., sod Nl. A.
Peñaba. 1995. Activation of tic Aspergí//os PacE? tranacription factor jo
response fa aikaiine ambieflL pH requires proteaiysis of tic earboxy-ierminai
maiety. Genes Dcv. 9:1622—1632.
26. Orlan, A., 5. W1,iseside, A. Israel, 1. Ssancovskj, A. L. Schwartz, sod A.
Cieclasnover. 1995. Uiiquitin-mcdiated processing of NF-KB transeriptianai
activator precursor píOS. 3. Biol. Ciem. 270:21707—21714.
27. Palombelia, Y. 3., 0.3. Raudo, A. L. Goldiaerg, and T. Maniatis. 1994. Tic
uuiquitin-prateasome patiasy Ii required bar praecísiog tic NF-KB1 pre-
cursor pratein ant] tic seLivatiOn of NF-KB. Ccii 78:773—785,
28. Pu, R. T., and 5. A. Osmaní. 1995. Mitotie dcstrnetian of Líe ccli cyeie
reguiated NIMA protein kioaíc ofAspeigl//os nída/ans a reqaired bar mitatie
exit, EMBO 3. 14~99S—1003.
29. Raid, K. N. 1978. Aspectí of Líe conirol ab nitrogeo metabalisna inAspergí/-
los nido/aos. PíO. tiesia. UniversiLy ab Cambridge, Caoibridge, United
Kiogdom.
30. Ruiz i Altaba, A. 1997. Cateiing a Gli-mpsc of Hcdgeiog. Ccl! 96:193—196,
31. Sarkar, 5., M. X. Caddick, E. Bigneil, 3. Tilbun,, sud U. N. Ant, ir. 1996.
Reguiation ab gene cxpressian by ambicot pH joAspergí//as:genes cxpreísed
st seid pH. Biociena. Sae. Trsos. 24:360-363.
32. Seebssrg, P. H., W. W. Colby, 0.3. Capan, O. y. Gocddel, aud A. 0. Leduson.
1984. Biological propertica of Isuman e-Ha-raíl genes mutated aL cadon 12.
Nature 312:71—75.
33. Slserman, F., O. LS. Fink, snd 3. fi. Hicks. 1986. Labaratosy cornac manual
bar metiodí jo yesaL geneLie’>. Caíd Spring Hartior Lafaarata,y Press, Caíd
Spring Harbar, N.Y.
34. Sorimachí, II., 5. Ishitsra, sud K. Suzuki. 1997. Struesure ant] piysioiagicsl
bunetiona of esipaina. Biociena. J. 328:721—732.
35. St, 5. 5. Y., sud A. P. Mitehelí. 1993. Ideotificatian of functiaoaliy relatecí
genes tías atimutate eariy mejotie gene cxpression jo yesaL. Genctica 133:
67—77.
36. Su, 8. 5. Y., sud A. 1’. MíLcicíl. 1993. MoLecular eiaractenization abLhe yesaL
mejotie regaiatory gene MMI. Nucieje Acidí Res. 21:3789—3797.
37. TIsanas, U., asad T. Maniatis. 1995. NF-KB: a leasan of family values. Ccli
24:529—532,
38. Thomas, B. 3., sud LS. RaLlístein. 1989. Elevated recombinafian rates jo
tranícriptiooaiLy active DNA. Ccii 56:619—630.
39. Tjlbssna, 3., 8. Sarkar, 0. A. Widdicis E. A. Espeso, M. Orejas, 3. Mungroo,
M. A. Peñaiva, aid 11. N. Aa-st, Ir. 1995. Tic Aspergí//os PacE? zinc finger
tranaeripsion factor mediaLes reguiatian of batí acid- ant] aikalioc-cxpressed
gene’> by ambicat pH. EMBO J. 14:779—790.
40. Tilburo, 3., 12. Scazzacehio, O. O. Taylor, 3. II. Zabicky-Zissman, R. A.
LocídugLon, and LS. W. Davies. [983. Tranibannatian by integration lo As-
pergí//as oída/ana. Ceoe 26:205—211.

Molecular Microbialogy (1998) 30(2), 259—264
Putative membrane components of signal transduction
pathways for ambient pH regulation in Aspergilus and
meiosis in Saccharomyces are homologous
Steven II. Denisan,12 Susana Negrete-Urtasun,1 JoséManuel Mingot,3 Joan Tilburn,1 Wendy A. Mayer,2
Alpa Goel,2 Eduardo A. Espeso,1 Miguel A. Peñalva,3
ami Herbert N. Arst Jrl*
1Department of Infectious Diseases, Imperial College
School of Medicine at Hammersmith Hospital, Ducane
Raed, London W12 ONN, UIt
2Department of B¡ology, Miss¡ssippi College, Box 4045,
Clinton, MS 39058, USA.
3Centro de Investigaciones Biológicas del Consejo
Superior de Investigaciones Científicas, Velázquez 144,
Madrid 28006, Spain.
Summary
The zinc finger regions of the Aspergiius n¡dulans
PacC transcription factor, mediating regulation of gene
expression by ambient pH, and the Saccharomyces
cerevisine R¡mlp transoription factor, mediating con-
trol of meiosis and invasiveness, are homologaus and
both transoription factors undergo proteolytic pro-
cessing of the C-terminus br conversion to the func-
tional taran. In both cases, functioning of a signal
transduetian pathway involving several gene products
is a necessary prerequisite for process¡ng. We now
show that the Aspergiilus Pali pH signal transduction
component is homologous to the Saccharomyces
Rim9p meiotic signal transduction componentthrough-
out a region containing four hydrophobic, putative
membrane-spanning segments. This suggests that
PalI might be a membrane sensor for ambient pH.
Deletion of the pali gene established that the less
extreme phenotype of pali mutations compared with
mutations in the other five genes of the pH signalling
pathway ¡a a general feature of pali mutations.
Introduction
In the fungus Aspergillus nidulans the expression of many
genes involved in the synthesis of permeases, secreted
enzymes or exported metabolites is subject to regulation
by ambient pH (Caddick et al., 1986; Shah et al., 1991;
Received 18 May, 1998; revised 11 JuIy, 1998; aceepted 15 .JuIy,
1998. Far correspandence. Tel. (0181) 383 3436; Fax (0181) 383
3394.
Espeso et al., 1993; Tilburn et al., 1995; Espeso and
Peñalva, 1996; MacCabe obaL, 1998), ensuring appropri-
ate expression with respect to pH (e.g. secretion of acid
phosphatase in acidio environmentsand alkalirie phospha-
tase ¡o alkaline environments). The zinc finger transoription
factor PacO activates expression of genes expressed at
alkaline pH and prevenÍs expression of genes expressed
at acidio pH (Caddick et aL, 1986; Tilburn et aL, 1995;
Espeso of al.> 1997>. The 73kDa PacC full-length trans-
lation product ¡5 apparently inactive but undergoes pH-
dependent proteolytic processing toan su29koa N-term-
mal funotional form (Orejas ob al., 1995). Prooessing of
PacO is triggered by the pH signal transduction pathway,
involving the products of the palA, -B, -C, -F, -H and -I
genes <Caddick etal., 1986; Arst etat, 1994; Orejas etat;
1995>. Loss-of-function mutations in these six pal genes
result in an acidity-mimicking phenotype. Sequence analy-
sis has, as yet, failed to clarify the funct¡ons of the palA
and -F gene products (Maccheroni et al.> 1997; Negrete-
Urtasun el al., 1997), but the palB product is alrnost cer-
tainly a cysteine protease of the calpain family, albejÍ not
the protease responsible for the final proteolytic proces-
sing of PacO (Denison el aL, 1995).
No systematic study of pH regulation in the yeast Sac-
charomyces cerevisiae has been reported, but sequence
comparisons have indicated thepresence of putative homo-
logues fo components of the A. nidulans pH regulatory
system. The zinc finger region of the 5. cerevisiae regula-
tor of meiosis ant] invasive growth Rimí p (Su and Mitchell,
1993a,b; Li ant] Mitohelí, 1997)¡s homologaus fo that of
PacO (Tilburn el al., 1995). Like Paco> Rimlp undergoes
pH-dependent proteolytic O-terminal processing to its func-
tional form (Li ant] M¡tchell, 1997>. 5. cero vislee hypothetical
proteins that are possible homologues for the products of
the peíA, -B and -F genes have been identified (Macche-
roni elel., 1997; Negrete-Urtasun ob aL, 1997; Sorimachi
el al., 1997). There 18> however, no evidence that any of
these hypothetical proteins have any involvement with
Rimlp. Here we present evidence for homology of the palI
gene product Pali fo Rim9p, a putative membrane protein
acting upstream of Rimí p (Su and Mitchell, 1 993a; Li and
Mitchell, 1997). This suggestsfhaf, even it PacO and Rimlp
mighf have diverged in regulatory roles and signals fo which
they respond, each has retained fhe services of theances-
tral signal transduction pathway. Rail, like Rim9p, contains
© 1998 Blackwell Sejenee Lid
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putative transmembrane domains ant] might therefore be
a membrane-associated sensor of ambient pH. A less
extreme phenofype is a feature of pali mufations com-
pared with mutations in fhe ofher five pH-signalling pal
genes.
Results
The pali gene was cloned us¡ng linkage group III (contain-
ng pali) clones from a chromosome-allocafed wild-type A.
niduiens cosmid library (Brody et el., 1991> and pIUlO
<Johnstone etaí, 1985> by idenfificafion of palle co-trans-
formanfs by their abilify to grow as well as wild-type on
33 mM molybdate-confaining medium (Oaddick ab al,
1988; Arst el al., 1994) among transformanfs selected
as argB~. paII3O-rescuing activif y was identified in cos-
mit] pWE15 29D02 ant] further localized to a 4kb Kpnl/
SacIl fragmenf (Fig. lA). ‘Po confirm thaf this fragment
contains pali, the internal 2.2 kb Sacl/HpeI fragmenf (Fig.
lA) was replaced wifh fhe pyr4 gene of Neurospora crassa
ant] pyrimidine protofrophic fransformants were selected in
an A. nidulans pyrC8S strain. Seven fransformanfs were
indisfinguishable from sfrains carrying paIl3O, -32 or -49
in their lack of alkaline phosphafase, overproduction of
acid phosphatase, hypersensitivify fo molybdate toxic¡ty,
resisfance to neomycin toxicity ant] reduced growth af
pH 8 (Caddick el al, 1986; Arst el aL, 1994>. Soufhern
blotting (not shown> showed ah seven to contain homo-
logous gene replacements. One gene replacement muta-
fion was shown fo be recessive ant] not fo complement
pauSO in diploids. Consistenf with the pali map location
(Arsf el al., 1994), this replacement mutation mapped
between the spsAl ant] cnxH4 mufations in hinkage group
III based on parasexual analysis <McOully ant] Forbes,
1965> and classification of 224 progeny from a meiotic
cross. Final confirmation that thepali gene bat] been cloned
was provided by idenfification of sequence changes respon-
sible for the palI 30, —32 and —49 mufations (see below>.
In Northern blofs using fofal RNA, the 2.2 kb SaclIHpaI
fragment hybrit]izet] to a single mRNA of 2.6 kb. Levels
of this (pali) mRNA were not affecfed by fhe alkaíinity-
mirriicking mutaf ion pacCCl 1 or fhe acidify-mimicking muta-
fion palFl5 (dafa nof shown>. This lack of effect of pacCcl 1
ant] pelE15 sfands in market] contrast fo fhe behaviour of
franscripfs whose synfhesis is controlled by thePacC-medi-
ated pH regulatory sysfem (Tilburn ab al, 1995> and mdi-
cates thaf fhis regulatory system, of which fhe palI gene
product isa component, does not regulafe pali expression.
The sequence of a genomic region of 2729 bp confaio-
ng fhe 2.2kb SacI/Hpal fragment is shown in Fig. 16.
Sequencing of cONA clones showed fhe presence of two
nfrons of 48 and 59 nucleotides respecfively (Fig. 16>.
Rased on an estimated mRNA size of 2.6 kb, the longest
cDNA, confaining 2521 bp, is l¡kely to be nearly fuil length
once polyadenylation is taken info account. The open
reading frame would encode a profein of 601 amino acids
having a molecular mass of 64.6kDa (Fig. 18). The gene
replacemenf transformants Iacking fhe Sacl/HpaI fragment
contain none of the coding region (Fig. 16>.
In alignment with the 239 resit]ue Rim9p of 5. cerevisiae,
Pali shows 36.7% identify over 180 resit]ues, inclut]ing
nearly ahí of the hydrophobic, putative transmembrane
segments (Fig. 2>. Two 5. cerevisiae hypofhetical pro-
feins (accescion numbers 866701 and P43595> also show
simiíarity to Pali over this region. We have been unable to
detect significant sequence simiíarify in database entries
to fhe highíy hyt]rophilic 0-ferminal ~70% of Pali that
lies oufside the region of Rim9p homology.
The pauSO mufation changes nucleotide 139 from O fo
A, resulting in a 047—’D subsfifufion in the Pali profein,
whereas pa1132 is a deletion of nucleofide 299> truncafing
the protein after residue 83 followed by fhe out-of-frame
peptit]e SHFLLSLSSTRSLLFSL, ant] pa1149 changes
nucleotide 237 from O fo A, fruncafing the protein after resi-
t]ue 63 fohlowed by fhe out-of-frame pepfide ONRKHWKYG.
pauSO results in a non-conservative change in a resit]ue
conserved between PalI ant] Rim9p in a slightly hyt]ro-
phobic parf of the mainly hyt]rophilic region between fhe
first fwo putative transmembrane domains. The pa1132
frameshiff results in loss of more fhan five-sixths of the pro-
fein. lo pa1149 a transition mutation destroys fhe 3’ splice
site of intron 1 but creates another potential 3 splice site
(AAG) two nucleofides t]ownsfream. Sequencing of an
RT-POR producf from total RNA from a pa1149 strain (dafa
not shown) showed that fhis mutafionahly created 3 splice
sife is used in fhe splicing of intron 1, shiffing transíation
info fhe +1 reading frame ant] result¡ng o Ioss of nearíy
90% of fhe Pali profein.
FigureS shows thePacC profein composifion of extracts
of pali mutanfs grown under acidic or neutral conditions
using a sensitive electrophoref¡c mobihif y shiff assay. In
cornmon with other pH-signahhing pal mufafions, pali loss-
of-funcfion mufations largely prevent PacO processing,
even under neufral growth conditions [alkalinegrowfh con-
difions cannof be used because pal mufanf strains grow
poorly or not at alí (Cadt]ick el al., 1986; Arst el aL, 1994;
Denison el al, 1995>]. Bofh the palI deletion mutation ant]
palI 30 woult] appear to allow a smatl amounf of PacO pro-
cessing under neutral growth conditions, aíbeit not if paIAl
or palFl 5 is also present. This recahís fhe earlierobserva-
tion (Arst etel., 1994> that mutafions in peíA, -B, -C, -F ant]
‘H are epistatio to fhe phenotypically hess exfrenie niufa-
tions o pali
Discussion
Characterizafion of the A. nidulans palI pH signal frans-
duction gene product reveaís ffo be homologous af ¡ts
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Fig. 1. A. ParSial restrictian map of fíe pali rogion, abiiity Lo rescue líe pal/SO mutation Uy genomic fragmenís anda cONA done, position
ant] oriorlation of tic pali transoripí. ant] position of líe fragn,ont delelod ¡n tío psit gene disruption. Tío aboye l65kb BgilI fragmeot of
cosmid 29D02 was found to restare wilt]-type growth of a pa//SO strain 00 met]ium containing SSmM molybdateupan transformation (indicated
by +). The 7kU Bglll/Kpol ant] Skb Sacil fragmenís shown faB lo rescue pa//SO, but fíe 4kb Kpnl/Sacll fragment rescues ant] was used as
a prelimiriary probe for Nortioro blots ant] jo screening for cDNAs. Tie 2.4 kb cDNA insort of oDNAI also rescues ant] is indicated by a
iorizontal lino not bount]ed Uy vertical linos. Tie arrow indicatos líe diroction ant] lacatian of Lío psit transeriptional unit. Tío siadod bar
indicates líe posilion of the 2.2 kb SaclfHpal fragmont lías was replaced Uy Líe N. crasas pyr4 gene top fíe disruption.
B. Nueleotido ant] dorivod amino acid sequences of pali (aeeession no. A.J007629). líe positions of tío Sari ant] Hpal restriction sites used
o construcling fíe deletion are siown. Astorisks sUevo Líe loe indicale boundaries of cDNA clones wiore tieso occur oulside Lío coding
reglan. None of tío tiree eDNA clones sequenced la polyat]enylatet]. Transeription start poinis (Isp> wero determinod Uy 5 RACE using Líe
GIRCO BRL Version 2.0 ayatom.
N-terminus fo the S. cerevisiae RIM9 meiosis aod inva- br its homohogue Rim9p <Li ant] Mitchelí, 1997), thaf ifisa
siveness signal transt]ucfion gene prot]ucf. The hyt]ropathi- membrane-associafed sensor. lb so ant] ib aH four hyt]ro-
cify plof of Pali leat]s us to suggest, as previously proposet] phobic segmenfs are membrane-spanning domains, fheo
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Fig. 2. Aiignment of similar rogians of Pali ant] Rim9p (Acaossion
numbor U86841) ant] hydrapatiicity piaL of Pali.
A. Aligomeot. Residuo numboring la qivon for oach derived
transialion produel. identical residuos are indicated Uy twa t]ats ant]
similar residuos (A/G, D/E, F/Y/W, l/LM/V, K/R, N¡O ant] 5(T)
are indicatod Uy one dos. Sequenco aligomonís wore perfarmod
using LALIOLS (Huang ant] Miller, 1991). Horizontal loes indicato
pulativo membrano-spanning segmonts lar Rim9p (Li ant] Miteñeil,
1997) ant] Pali.
B. Hyt]rapathicity pial (Kyte ant] Doaliltio, 1982> of Pali.
given the very basic character of the long 0-terminus of
Pali (for residues 201—601> cahculatet] pl = 9.36), which
would by precedont (von Heijne, 1986; Boyd and Reck-
with, 1989) suggest itscytosolic location, we wouíd predict
thaf the N-termhni ob hydropiobic segments 1 and 3 wouhd
point fowards fhe cyfosoí, whereas those of hydrophobic
segments 2 and 4 would point towards the exterior. ‘Phis
wouhd place the maioíy hydrophilic region between puta-
five transmembrane domains 1 and 2 in fhe peripíasm.
In striking confrasf to fhevery basic 0-terminus, fhis hydro-
phiIic region is very acidic (for rosidues 30—88, calculafed
pl = 4.50). The fact that o Ihe pall3O mufation a loss-of-
fuoction phenotype is caused by a (047—so) subsfitution
in this acidic, putative periplasmic loop within a group ob
seven contiguous residues higiíy conserved with Rim9p
points to a fuoctional role bor this region.
We had previously observed fhat classicah mutations in
pali have a less extreme phenofype fhan those in the other
five pal genes of fhe pH signal transductioo pathway (Arst
etat, 1994). Wc have 00W shown fhat this isa general (i.e.
locus-specific) feature of pali mutafions because dehetion
of fhe enf¡re palI coding region resulis in the same pheno-
fype as theclassical mutations. Moreover, one ob the cias-
sical mutations isa frameshiff fhat would lead to hoss of the
538 C-terminal amino acids ob the 601 residue Pahí protein
and wouhd almosf certainíy be a nuhí mufafion.
Although the region of homology between Pali and Rim9p
exfends ayer mosf of 239 residue Rim9p protein, it does not
exfend to the very basic 400+ residue PalI 0-terminus,
whose role is an intriguing avenue for furfher investigafion.
In view of the homology ob the zinc binger regions of PacO
and Rimí p and of fhe similarities of fheir pH-dependeot
processing, Li and Mitcherl (1997) queried whefher RIM
gene products acfing upsfream of Rimlp might be hamo-
logaus fo pal gene products. We have now shown this to
be thecase for R¡m9p and Pali> bofh of which are required
bor normal processing of their corresponding transcripfion
bactors. ‘Phe existence of possible homologues for the peíA,
-B and -F gene producfs among hypotheticah 5. cerevisiae
proteins (Maccheroni et al., 1997; Negrete-Urfasun et aL,
1997; Sorimachi etal.> 1997) lendsburthercret]encetothe
hypothesis thatfhesignahling pathways bar PacC and Rimlp
are conserved.
>1~b
— —
-% o~oo
1~~
~
>cl
Salí ieogth
proccased
degradasion or
maproce ss ngproducta
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112
acidie pH neutral pH
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rodueed Uy palI mutationa. Eleetrapiarotie mobility siift assay was
perfarmed as described previously (Orejas ef aL, 1995). FuIl
gonolype’> of atraina: ¡anos 1 ant] 7, yA2 pabaAl pyrG89
Apal/::pyr4; anos 2 ant] 8, pa//SO g/rAl paotoBlOú fa’AI; anos 5
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Strains and media
A. nidulans strains carnet] markers in standard use (Cadt]ick
et al., 1986; Olufterbuck, 1993; Arsf ob aL, 1994). Sfandart]
media were used (Cove> 1966; Cat]dick et al., 1986; Tilburo
olaf, 1995).
pali cloning
Pools of linkage group III cosmids (Brody ob aL, 1991> were
co-transbormed with an argB-containing plasmid (Joiinsfone
ab el., 1985> into an erga2 pauSO areA49 pantoBloo fwAl
atrain. argB~ transformants were screened fon fhe palle
phonafypo (Oaddick etal., 1986; Arsf ebal., 1994). ‘Pransbor-
mations wore repeated until a single rescuing cosmid 29D02
was identifiod. Restriction fragment subclones were tested
Uy fíe same co-transformation pracoduro. pali cDNA clones
were isolated Uy screening a X gtlO library (Osmani et aL,
1988>.
Daletion of pali
A pBluescript SK+/— (Iacking tío Sacl sito in the polyiinker)
done with tie 4kb Kpnl/Sacll fragment nsert <F¡g. 1) was
used for gene replacemeot Uy subsfituting tie 2.2kb SacIl
HpaI fragment [containingtie entire cot]ing reglan <Figs 1
ant] 2>] by the pyr4 gene of N. crassa (obtainet] as a 2 It
Smal/PvuIl fragment frora pRal (Waring olaf, 1989>. This
piasmid was linearized witi KpnI befare transbormation of a
sfrain of genotype yA2 pabaAl pyrCi89. As pyr4 complemonts
pyrG89, pyr~ transformants were selected ant] screenet] for
the palI mutant phenotype <Arst et aL, 1994). Gene replace-
mont was confirmed Uy Southern Ulotting ant] genetic analysis.
Sequence analysis
‘Pie pali gonamic sequence ant] mutant soquonco changos
were determined on batí strands as described for palB (Deni-
son el aL, 1995).
Eloctrophorotic mobiliby shift assay
‘Pío gel shiff experimont was performod using acidia ant] neu-
fral growti oanditians ant] protein extraction as described pre-
viously (Orejas et aL, 1995). A 4% (w/v) polyacrylamide gel
was used. identification of fhe fuii-Iength ant] pracossed
forms of the Paco protein was ostablisied Uy Orejas el al.
(1995) using antibodies raised against bacterially expresset]
PacO proteine ant] extracte prepared fram a varief y of pacC
mutante iocluding a mutant deleted for the entire pacC cot]ing
regian.
RNA isolation and Norbhern analysis
Northern blotting ant] preparation of RNA were performed as
described previously (Tiiburn el al., 1995).
‘Phis wark was supportet] Uy tie Biotecinalogy ant] Bialogical
Seiences Researcí Cauncil <P05554 ant] P05893 to H.N.A.),
tie European Union (6104-CT96—0535 ta M.A.P. ant] H.N.A.>,
tie Comisión Interministerial de Ciencia y ‘Pecoalagía (B1097/
0348 fa M.A.P.), the National Science Faundation (flUí grant
MCE-9722744 to S.H.D.> ant] tío l-lowart] Hughes Medical
Institute Undergraduate Biolagical Soiencos Educatian Pro-
gram (71195—538901 fo Mississippi College>. d.-M.M. ¡e tie
reo¡pienf of a felíowsiip fram tie Spanish Ministerio de Edu-
cación ant] E.A.E. ioit]s an EMBO Fellowsiip. We fhank Elaine
Bigneil ant] Elena Reoyo for focinical assistance ant] Robert
Hamilton fon useful advice.
Reíerences
Arst, H.N. dr, Bignelí, E., ant] Tilburn> J. (1994> Twa new
genes invalved in signalling ambient pH in Aspergillus nidu-
lans. Mal Gen Gonel 245: 787—790.
Boyt], O., ant] Beckwiti, J. (1989> Pasitively ciarged amino
acid residuos can act as tapogenia deferminanfe in mem-
brane proteine. Proc Natí AcadSci USA 86: 9446—9450.
Brady, H.J., Griffith, J., Cuticcila, A.J., Arnaid, J.. ant] Tim-
berlake, W.E. (1991) Ohraniosome-specibic recombinanf
DNA libraries fnom the fungus Aspergillus nidulans. Nucleic
Acids Res 19: 31 05—3109.
Cadt]ick, MX., Brownlee, A.G., ant] Arst, H.N. dr (1986> Regu-
lation of gene expression Uy pH of tie growth met]ium o
Aspergillus nidulans. Mal Gen Genel 203: 346—353.
Oíuttenbuck> A.J. (1993) Aspergillus nidulans. in Genetic Maps.
Locus Maps of Complex Genomes, 3, 6th edn. OBrien,
S.J. (et]j. Caíd Spring Harbor, NY: Caíd Spriog Harbor
Laboratory Press, PP. 3.71—3.84.
Cave, D.J. (1966) Tío induction ant] neprescian of nitrato
reductase in tie fungus Aspergillus nidulans. Biochim Bio-
phys Acta 113: 51—56.
Denison, S.H., Orejas> M., ant] Arst, H.N. dr <1995) Signaliog
of ambient pH in Aspergillus involvos a cysteine protease.
iB/al Chem 270: 28519—28522.
Espeso, EA., ant] Peñalva, M.A. (1996) Three bint]ing sites
for the Aspergil/us n¡dulans PacO zinc-binger tranecription
factor are necessary ant] sufbicient far reguiatian Uy ambi-
ent pH of tío isopenicillin N synthase gene promoten. J Biol
Chem 271: 28825—28830.
Espeso, EA., Tilbuno, J., Arst, H.N. dr ant] Peñaiva, MA.
(1993) pH rogulation isa majar determinant o expnession
of a fungal biosyntietic gene. EMBO J 12: 3947—3956.
Esposo, EA., ‘Piiburn, d., Sánciez-Pulida> L., Brown> CV.,
Valencia, A., Arst, H.N. dr ant] Peñaiva, MA. (1997) Spo-
cific DNA recognition Uy tío Aspergillus nidulans tiree zinc
finger transcription factor PacC. J Mal Bial 274: 466—480.
von Heijne, 0. (1986) Tie distribution of positiveiy cianget]
residuos in bactenial inner membrano proteins correlates
witti tie trans-membrane topolagy. EMBO J 5: 3021—3027.
Huang, X., ant] Miller, W. (1991) A time-efficient linear-epace
local siniiiarity algaritim. Adv Appl Mabh 12: 337—357.
Joinstone, IL., Hughes, 5.0., and Clutterbuck, Ad. (1985>
Olaning an Aspergillus nidulans t]ovelapmentai geno Uy
transformatian. EMBO 14:1307—1311.
Kyte, 4., ant] Daolitfie> R.F. (1982) A simple metiod fon
Experimental procedures
© 1998 Blaekwell Selence Ltd, Molecular Microbío/agy, 30. 259-264
284 5. H. Denison ab aL
displaying tie iydrapathic ciaracfer of a protein. a/Mal Rial
157: 105—132.
Li, VI., and Mitcheil, A.P. (1997> Proteoiytic activation of
Rimlp, a positive rogulator of yeast sparuiation ant] growti.
Genebics 145: 63—73.
MacCabe> AP., Orejas, M., Pérez-González, JA., ant] Ramón,
0. (1998> Oppasite patterns of expression of twa Aspergil-
uds nidulans xylanase genes witi respect to amUient pH. J
Bacteriol 180: 1331—1333.
Maccheroni, W. Jr, May, 0.5., Martinez-Rassi, N.M., and
Rossi, A. (1997) The sequence of palF, an environmental
pH response gene in Aspergillus nidulans. Gene 194: 163—
167.
McOully, 1<5., ant] Forbes, E. <1965> ‘Pie use of p-fluaro-
pienylalanine with master strains’ of Aspergillus nidu/ans
far assigning genes to linkage groups. Genet Res 6: 352—
359.
Negrete-Urtasun, 3., Denison> S.H., and Arst, H.N. Jr (1997)
Ciaracterization of fíe pH signal transduction pathway
gene peíA of Aspergillus nidulans ant] identification of pos-
siUle iomoiogs. .J Bacberiol 179:1832—1835.
Orejas> M., Espeso, E.A., Tilburn, J., Sarkar, 5., Arst, H.N. dr
and Peñalva, MA. (1995) Activation of the Aspergillus
PacO transcription factor in response to alkaline anibient
pH requires proteolysis ab tío carboxy-terminal moiety.
Genes DovG: 1622—1632.
Osmani, 5., Pu, R.T., ant] Morris, N.A. <1988) Mitotia int]uc-
tion ant] maintenance Uy overexpression of a G2-specific
gene tíat encades a potential protein kinase. Celí 53: 237—
244.
Shah, Ad., Tilburn> J., Adiard, MW., and Arst, H.N. dr (1991>
ph reguiation ob penicillin production in Aspergillus nidu-
laos. FSMS Micrabial Len 77: 209—212.
Sorimacii, H., Ishiura, 5., and Suzuki> K. (1997) Structuro
and piysiolagical funation of calpains. Biochem J 328:
721—732.
Su, S.S.Y., ant] Mitahoil, AP. (1993a) Identification of func-
tionaily related genes that stiniulate early meiotic gene
expression in yoast. Ganados 133: 67—77.
Su, S.S.Y., and Mitciell, AP. (1993U> Molecular ciardeter-
ization of tío yeast meiotic regulatory gene RIMI. Nucloic
Acida Res 21: 3789—3797.
Tilburn, J., Sarkar, 5., Wit]dick, D.A., Espesa, E.A., Orejas>
Nl., Mungroo, J., eb al. <1995) Tío Aspergillus PacO zinc
fingor transaription factor mediatos regulatian of Uoth
acid- ant] alkaline-expressed genes Uy anibient pH. EMBO
J14: 779—790.
Waring, R.B., May, 0.5., ant] Morris, N.A. <1989) Ciaractor-
ization of an inducible expressian system in Aspergillus
nidulans using a/cA ant] tubulin-encoding genes. Gene
79: 119—130.
© 1998 Blackwell Selence Ltd. Mo/ocular Microbiaiogy, 30. 259—264
Tsts JOuTILSAL. OF BIOLOOIeAL CIILMISrRY
0 ¶999 by ríe Asnerican Socia, bar Biaelaemistry sod Molecular Bisicgy, Inc.
Vol. 274, No. 21. lsaue of May 21. pp. t4545—14550. 1999
Printed jo USA.
Disruption of phacA, an Aspergillus nidulans Gene Encoding a
Novel Cytochrome P450 Monooxygenase Catalyzing Phenylacetate
2-Hydroxylation, Results lxi Penicillin Overproduction*
(Roceived for publication, December 24> 1998, anó in revised form, February 4, 1999)
José Manuel Mingot, Miguel Angel Peñalva*, and José Manuel Fernández-Cañón~
Franz Use Departamento de Microbiología Molecular, Centro de Investigaciones Biológicas del Consejo Superior de
lntsestigaciones Científicas, Velázquez 144, Madrid, 28006, Spain
Mperglltns nidulans utilizes phenylacetate as a car-
han saurce via homogentisate, which is degraded to fu-
mnarate and acetoacetate. Mutational evidenee strongly
suggested that phenylacetate is converted to homogen-
tisate through two sequential hydroxylating reactions
in positions 2 and 5 of the aromatie ring. Using cDNA
suhstraction teehniques, we have characterized a gene,
denoted phacA, whose transeription is strongly induced
by phenylacetate and which putatively encodes a eyto-
chroxne P450 protein. A disrupted phacÁ strain does not
grow on phenylacetate hut grows on 2-hydroxy- or 2,5-
dihydroxyphenylacetate. Mierosomal extraets of the dis-
rupted strain are deficient in the NAflPH.dependent
conversion of phenylaeetate te2~hydroxyphenYlacetatO.
Wc conclude that PhacA eatalyzes the ortho-hydrosyla-
tion of phenylacetate, the first step of A. nidulans phe-
nylacetate catabolism. The involvement of a P450 en-
zyme in the ortho-hydroxylatiofl of a monoaromatic
compound has no precedent. In addition, PliacA shows
substantial sequence divergence with known cyto-
chromes P450 and defines a new family of these en-
zymes, suggesting that saprophytic fungi may represent
a seurce of novel cytochromes P450.
Phenylacetate is a precursor for benzylpenicillin pro-
duction. phacA disniption mercases penicillin produc-
tion 3-5-fold, indicating that catabolism competes with
antibiotie biosynthesis for phenylacetate and strongly
suggesting strategies for PenicilL¿um chrysogenum
strain improvement by reverso geneties.
Aerobic degradation of aromatie hydrocarbons by microbes
invalves the action of axygenases (enzymes that incorparato
one or twaatoms from dioxygen into substrates) acting at twa
diflerent leveis in specifsc catabalic pathways (1, 2). First, ox-
ygonase enzymes acting at the upstream seg’nent of these
pathways incorporate one (manaoxygenases, aromatie ring hy-
draxylases) or two (aramatic ring dioxygenases) axygen atams
into the aramatie substrate as bydraxyl graups, preparing the
ring Lar a subsequent ring-opening step. La this secoad step, the
* Tisis wark was supported by Spaniah Comisión Interminisfeflal do
Ciencia y Tecnología Granfs B1094-932 asad 51097-348 ant] Anfibjófj-
cas 8. A. 11. Tise casfa ofpubtication ofthia articleacre defrayed in part
by the payment of page eharges. This article musf tiscrefore be hereby
marked «adoertisement” ja accardance with 18 USO. Seefion 1784
solely to indicafe this fact.
The nucleatide sequence(s) reportee] in blás paper kas been submitted
lo the GenBank”’ ¡Eflí Daba Bank se/bIt accession nunzber(a)
Al!J2442.
t To wham correspondence shauLd be addreasod. Fax: (84 91)
5627518; E-mail: cibpl73@fresna.csc.es.
§ Prcsent addresa: Depf. of Molecular sad Medical Genefica, Oregan
Heslfh Sejencea University 3181 8W 8am ,Jackson Park Rd., LíOS
Portland, OR 97201-3098.
dihydroxylated aromatic ring is opened by ring-cleavage
dioxygenases.
Manaoxygenases are a mechanistically diverse graup of en-
zynxes (1) including, far example, flavoproteins such as p-hy-
draxybenzaate hydroxylase (3), multicomponent enzymes such
as Pseudomonas mendocina toluene 4-monaxygenase, iii which
one of the terminal hydroxylase palypeptides containa a hinu-
clear iran cluster (4), ar heme-cantaining cytochrame P450
systems. Monaaxygenases of the cytochrome P450 superfamily
(5, 6) are widely distributed amang living organisms and cnt-
alyze a multiplicity of biosynthetic and cafabalic reactians,
usually -with narrow substrato specifacity, including the hy-
draxylstian of a variety of lipophylic druga.
In cammon with ather saprophytic microbes, the genetically
amenable, abligate aerobic fungus Aspergillus nidulans shaws
notable metabalic versatility. Far example, it can use the aro-
matic hydracarbon campound phenylacetate (PhAc)’ as sale
carban saurce. Despite the abundant information available an
the catabalie pathways of ather aramatie campaunda, which
have beenextensively atudied in bacteria, aur understanding of
PhAc degradatian pathways ja acaree. In Pseudomonas putida
U, it is knawn that PhAc is degraded through phenylacetyl-CoA
(7), althaugh the ring cleavage steps remain uncharacterized.
In A nidulans, PhAc degradation praceeda thraugh 2,5-dihy-
draxy-PhAc (homagentisate, see Fig. 1). The three atructural
genes mediating theconversion of homogentisate to Krebs cycle
intertnediates (Le. the “lawer” Ph.Ac pathway) have been char-
acterized (8—10,) but tho steps leading to haniogentisate have
natyet been reported. We describe here mutatianal and molec-
ular analysis shawing that A nidulans PhAc catabolism pro-
ceeda vis bamagentisate thraugh twa sequential hydraxylating
atepa, of which the first is the 2-hydraxylation of the ring
catalyzed by a nave1 cytochrame P450. Targeted inactivation of
this gene results in penicillin averproductian.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Fangal Strains, Media, asid Grawbh Condíttona—A niduicas atraina
carnet] markers in standard use (11). Standard media fon A. a/dra/ana
(12) were used bar atrain mainfenance. gnawfh teats, asad transforma-
tion. Camplemeafatian teafs were carried aut jo conafructed diplaids.
A IÚA1 atrain asa tise soLacee of eDNA, asad a HA! naethGl argfl2
afrain asa the recipient sfrain fon pitacA gene disnsptioa. A biAI
metItOl atrain waa used sa alid type control in expenimeafa with fhe
disrupted atraina. Culture canditiona inducing higis levela abexpression
ofthe PhAc catabolie ganes hayo been described (13) asad wera used to
graw mycelia Lar prafein exfraetiaa. PhAc asad ifa manahydroxy snd
dihydraxy denivativea were used sa solo carbon saurca st 10 mM (stl-
thaugh hamageofisate was oceaasorssliy used st 25—50 mM)> ant] 10 sais
amosaniuna chíanide was used as sale nitrogen saurce.
Tise atibreviatiana used are: PhAc, phenyiacetate; E?YP, cyta-
chrame P450; kbp, kilabaae pair(a); EPLE?, high perfortsisnee liquid
chraniatography.
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¡sola/ion of Ph/te NonubilizisLg Mutants—2-, 3-, and 4-lluorophenyl-
seefafe st a 5 mM cancentratiasa were shown te prevenf growth ofA.
nidulana 1w fise presence of a derepreaaing carian saurce, indicating
that their catabolism asa texie bar the mold. Hoaever sorne residual
growth asa observed ahen pistes were ineubated bar more tlsasaS days
st 37 ‘0. Soefars of markedly asare vigoraua myceiia brequenfiy arase
after prolorsged ineubatiosa. Althaugh tise reasan why catabolism of
these Ph.Ac derivativos resulta in foxieify is saaf clear, preliminary feafa
shawed thaf mufafiona prevenfing tiso toxicify of 2- and 3-fluorophen-
ylacetafe sIso prevented Use cstnboiism of PhAc. Therebore, cosaidia-
aparesofsyA2pantofllOo strsin were pintad te abtain isolatod colonies,
whjchwere tranaferred to minimal snedium with 0.05% lactase (w/v) na
carbon saurce isa fha presesace of 5 mas 2- or 3-fluorophesaylncetate.
Sectora with more vigorosas groatis were purified asad testee! bar the
utilization of difTerent Pb.Ac derivativos as sale captan aaurce. Twa
majar ciasaes were fausad which wore desaoted cInas 1 asad 11 (see
“Resulta”).
phacA Gene 1)/ss-op/ion—A pUCiS-based plasmid denofed
pPhacAtsrgB wss cosastructod by standard tecisniques. Tisis plasmid
containa (starting from tise lacz promotor isa pUCLS) 0.94 kbp of tise
pItarÁ upsfream regios sequenfiaLly bollawod by ita gesaomic cading
regian np te codon 297, a gesaomic, 3.2-kbp fragmeat contaiaisag an
argB~ suele, the genomie sequence ofphacA corresponding fo codona
393—518, aud flnally 1.2 kbp of the phacA 3’-dowsastrenm region. This
insert was purifiod from the piasmid nfter digestion with EcoRI sud
used bar tranaforusafion (14). Tranabarmed (nrginine-isadependetlt)
clones isa which the residesat phaeA gene had been replaced by the
trnasfarming fragnaent were idenfified by Soufhern nnaiysia. The mu-
tafed albio wouid encade aprotein truncated nf residuo 297 and tisere-
foro wauld lack the prediefed regian involved in heme hindiag.
Characterization ofphacA dINA ene] Genomic C/ones—pkac-A cONA
clones were obtained by differesafinl screening of a cDNA library en-
riched 1w PhAc-iaduced transcripta, as described (8—10). Soven cDNA
clanes were obtaiaad. Tise insert of ono sucis cIeno ana used te isalate
genomie clones from a standard AEMBL4 Iibrary. Crass-hybridizing
sequences were mapped te twa canfiguaus RemE! fragmente, 2.4 kb
and 1.9 kb long (a RemE! site was ahoan fo spiit fise pItacA apen
reading brame). Nucleotido sequencing asad comparison ofgenamie and
cUNA clones revealed the intron-exasa arganizafion of tise gene nud
shawed thaf ah seven eDNA clonea wore incompleto at the N-terminsl
coding region, fhe Iangest of which (nf fhe 5>-end) ondee! within pro-
dieted cadan 6. cDNAs including tise prediefed initisfion eodon were
obtained by direcf polymerase ehain reaction amplibsesfian ofthe cUNA
libras-y usiog an infernal phaeA primer asad ÁgflO-speeifsc primers
followed by a socosad paiysneraso chain reactian reaction primed with
tise aboye infernal oligonucleatide and a secoad aliganucleofide ending
1 nueleotido upsfream ofthe ATG codon. The presenco offhe ATO codan
an fhe resulting cUNA praduct (asad the absonce of introsas befween
codosas 1 asad 6) ana confirmad by sequencing.
Prepar¿stion of Mies-asomes asid Enzyme Aasays—Myeelia from fhe
ssogeaie ApItacA asad phacA afraisas were progroan isa glucase minimal
medium, asahed, tranaferred te 10 mM PbAc minimal modium, ant]
ancubated for an addifiosasl 4 is sf37 “O fa induce trasascription ofgenes
bar PhAe cafaholisas (13). CelIs wore colloefed by flifrafion, wsshed,
resuapended in 100 mzsí potnaaium pisospinte buLTos-> PH 7.0, and dis-
rupted wifh a gisas bead benfer (Braun, 0.5-mm glasa benda) st 4 ‘0.
Crudo extracta were elas-ifsed affer contrifugatian nf 22,000 2< g bar 15
misa. Micrasomal peilofa acre recavared nifes- cenfrifugafian st
100,000 x g bar 1 is sud resoapended isa 100 mM pofnasiusn pisaspisafe
bufler, pH 7.0. Theae extraeta containad 1—4 mg/mi prafein. Enzyme
activifies of fha mierosomal exfract aere defermined usisag standard
procedures (15, 16) witis minar modifscations. NADPH-eytoehrome
P450 reductase ana ssasyed in 1-ml resefiosas at 25 ‘0 wifh 0.1 as
phosphste buLTos-, pH7.0, fallowing fíe NAflPH-depondenf roduefian of
cytachrame e (0.05 mM isaifial cancentratian; ¿‘~ 21 mM5 cm’) or
ferrycyasaide (0.5 mss isaitial coneonfrafian; ~ 1.02) by fha decrease
ob absorbanea nf 550 nas nnd 420 nas, rospecfivoly.
PhAc 2-iydroxyiaso ana sssayod by moasuring the farmafion of
2-hydroxy-PlaAc isa a roactian fhat roquired PhAc (addod st 1 mM) asad
NADPH (siso nf 1 mM) jo fíe prosonea of a mierosomal fraction. 2-Uy-
droxy-PhAc asa chemicaLly dotermined uaing dinzatized 4-nifroaniline
ossontiaLly as deseribed (17). Absarbance was read st 550 nm nod
convartad fo samol ob 2-hydraxy-PhAc using a reforenee plot. Tho rango
oflinear response aus 1—100 nasal of2-hydroxy-PhAc. This method nisa
deteetod 3-hydroxy-PhAc, asad therefaro, the idootity ob fiso reactiasa
producf sa 2-hydroxy-PhAe asa confirmad by direct UPLO snsLyais of
fha roaction mixtures (seo “Resulta’). Profaina acre pracipitafed jo fhe
prasonca of 5% (a/vi trichioroacotic acid, ant] 10 jal samples wore in-
phenylscelate
t phenwacetat:
upper 2-íydroxypienylaeotate{pathway 4 24, yt]raxyphenylaeoiaie5-hyt]raxylase2,5 t]ihydraxyphenylseetaLe -4— .4— -4- Pío
4 iamagentisstet]iaxygenaao (hmgA)
maieylacetoacetate
bao?
pstiwsy
fumawlacetoaceLate
Ir
t rn aleylaeetaacetatesameraso (ma/A)
fumarylacetoacetste
hyt]ralase (fahA)
Fumarate + acetoacetate
Fía. 1. The A. nidulans phenylacetafe degradatien pathway.
Sisean are the afepa requirod bar PhAc degradation fa Rs-eta cycie
infes-mediates. Enzymes ja the uppor pathway are apociflc bar PhAe.
Esazymes isa the lawer pnthwny (gene names italized) aro commosa te
PhAc asad PhoiTyr catatalisas (indicated with horizontal arraws). Pise
aud Tyr are also degradad through homogenfisato.
jeefod iota a Nucleasil 300—5 018 calumn (250 X 4 mm) cosapled te a
11 x 4-mm precursor column oftisis support, uaing as mobibo pisase (nf
0.6 ml/mm) a salution containing 50 mM nsonohydragon patasaium
phosphato, 0.1 mas EDTA> 100 mM trifluorancefie neid, asad 8% (y/y)
acotasaitrile. Defectian ana st 220 sam.
Fon/cuí/si Prodoctían—Culturea bar penicillin productiosa were isaac-
ulafed aith aperes of tise AphacA os- fha pkac/tT atrajo isa ponicillin
productian brotis (18) aifh 2% lactase as tiso main cas-hosa sauree, 26%
(a/y) corn ateep liquor, asad tise indiesfed casacentratiosas ob aodium
phenylscetsfe. Flasks were shaken st 250 rpm nf 37 ‘C. Sampbea aere
faken nf difTerenf time poinf a sud used fo measure penicillin using a
bianassy with Mierococcus loteos, aifh pesaicillin Gas standard (18).
RESULTS
TIte «Upper” Phenylacetate Degradation Pathway—We bonud
thnt 2-, 3-, os- 4-fluara-PhAc prevenfs A. nidulans gs-awth on
0.05% (a/y) lactase as cas-ben sons-ce. We therefare selected
s-sautntians resultiag in fluorophenylacetnte resistance, assum-
isag that they wouid prevent PhAc utilizátion asad follawing
Apis-ion (19)> aha usad fluaroacetate resiatance fa seleet acetato
nasautilizing nautanta. Mutatiana ps-eventing PhAc utilization
(pItee) acre effieiently selected aith 2-fluos-ophenylacetate.
They wore recesatve isa diploida, indicating that they represonf
loss-af-bunction mutationa. They wes-e clasaified in twa majar
clasaes. Cínas 1 mutanta did nat grow on PhAc but grea on
2-bydraxy-PhAc or 2,5-dihydroxy-PhAc. By caatrast, clasa II
mutanta did nat graw en either PhAc os- 2-hydroxy-PhAc but
grea en 2,5-dihydroxy-PhAc. CInas 1 or II asutatiana did not
nfloct grawth an acetate, Phe, Tyr, 3- os- 4-hydroxy-PhAc, asad
S,4-dihyds-axy-PhAc, sbawing that they specifically prevented
Ph.Ac catabaliam. Mufatiana isa cInas 1 complemonted cinas II
mutatiosas. As 2,5-dihydraxy-PhAc is knawn to be an infes-me-
diate of Ph.Ac catabolisas (8—10), these dataareconsistent aith
the pathway aboan isa Fig. 1 isa which PhAc is converted inta
hamogentisate through tao hydraxylnting reactiosas, prevented
by clasa 1 and clasa II mutatiosas, respectively.
Molocálar Clon/ng of pItarÁ, a Gene Encoding a Novel Cyto-
chi-orne P450—We hayo ps-eviously usad a differentisl acrean-
ing procodure ab a subtracted cUNA libras-y fo iselate cDNA
clones representisag transcripta induced by PhAc (8—10). This
callectian of cUNAs included clones bar the three genes ([eliA,
rna/A, asad ItmgA) of fha baos- PhAc pathway (Fig. 1; Rda.
8—10). Arnong the remaisaing cUNA clones> thosc that did not
s-cps-esent fheae previously doscribedgenes were identified asad
clasaifsed by reatrietiosa enzyma mapping asad/as- pus-fmI cDNA
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FLG. 2. Northern analysis of phacA transcript loyola. Colla wes-e
groan en minimal modium wifh 0.3% (a/y> glucose os sale cas-boa
sosas-ce bes- 16 h at 37 “0 asad trasasborred fo mediaaifh te indicatod
carbon sotarcos (glucoso nf 1% (a/y), .11 aramafie compotanda, nad gísa-
tamate nf 10 mas asad pataaaium acetato of 30 mM; —carbon indicatesno
earboa sosas-ce added). Theae socondary culfus-es aoro incutafed bor a
furtisor 1 h nf 37 ‘0. Mycelia wero ten has-yestod asad usad te iselate
RNA (18). The probo ana a 1.2 kb phacA cUNA cieno (4FG4). Acfin
transcript ana used os load/ng control.
sequencing. Seven ovorlapping cUNAs represented a novel
PhAc-inducod transcript whose gene was named pliacA and
ah/ch contained an apen reading frameputatively encoding a518-
residuc polypeptide (Ms- 58,495)-DNA aequoncingof genomicclones
showod that Use pliacA-ceding region ha interrupted by three isa-
trona, 65, 56, and 58 nucleetidos long. The nucleotido soquonceof
phac>4 asad Use amine acid soquonce ob ita dorivod proteisa product
hayo been deposited in Use DDBJ/EMBhiGonBank dato bases un-
dor acceesion numbor AS132442. Blastp searches agañsst nonre-
dundant Swissprot+Tronslatiosa of EMEL nucleotide sequence
data bases revealed thnt all 20 cntnos shaw/ng Use highest amino
acid sequence idontity fo PliacA aCre cytachrome P450 proteisas of
Use CYP1 family (of ah/ch 19 aCre CYP1A1 P450s), including
manunalian asad flsh proteisas bufonly a single human CVI’. Iden-
tity loyola wono isa Use 25% rango, aith Use highest identity (27.4%
in a 465 residuo overlap) shaan by a Sparus aurata (gilthoad sea
broam) P450 protein. Cytochromes P450 are heme-thiolate en-
zymes, asad PhacA residuos 431 fo 439 canta/sa te peptide motif
Oly-Xaa-Gly-Xaa-Xaa-Xaa-Cya-Xaa-Gly (ahoro Xaa isadicates any
am/sao acid), ah/ch ha invelved isa heme bisading isa proteina ofdi/a
class (6). We conclude UsatphacA oncodosa cytochs-ome P450. The
aboye loyola of idontity are boba thoso roquirod fo place it isa asa
already existing family (>40% identify required (5)). Therefore,
PliacA defines a nea fasaiily ofteso pmteins.2 It has beendenotad
0YP504 isa/ng Use current P450 namesaclature aysfem.
phacA la Strongly Induced by Plienylacetatc—pliacA tran-
scnipt loyola were analyzed by Nos-thersa nnalysis isa celís groan
ja glucose asad subsoquesatly trasasferred fo minimal media,
each containinga difforent cas-basa saurce. This analyais (Fig. 2)
ahoaed that pItcwA transoription is atrongly inducod by PhAc
and largely reprosaed by glucoso (Ph.Ac plus glucaso, Fig. 2).
Tho transcript aus absont in colla tranaferred te glucoso alano
or to glucanoogonic substratos acetato or glutamato. 2-11s’-
droxy-PhAc aas also a sts-ong inducor (although loas so than
PhAc), and 3-hyds-axy-PhAc asas a aeak isaducos-. 4-Hydroxy-
PhAc, 2,5-, or 3,4-dihydroxy-PhAc did not induceplacA tran-
acription. Notably, Pho (buf saat Tyr) inducod pliacA transes-ip-
fian te sorne extont. Theao rosults suppos-t the contesation that
pliacA ja isayalvod isa PhAc catabaliam.
Tite Phenotype of a Disruption Strain Is Cons/stent witli
phacA Encoding a PItAc 2-Hydroxylase---To cosafirm the ja-
volyement of PhacA isa PbAc catabolism, ae constructod a
disruption-deletion pItacA nautation by re”erae gonetica. Wc
tranaformod asa argB2 arginine-roquis-isag atrain aith a linear
DNA fragment cas-ny/ng a mutated placA gene ja ahich a
lactose PhAc 2-OH--PhAc
Eso. 3. Disruption of phacÁ. The pItacA gene ana neplacod by a
mutanf version aftes- fs-ansbormafian aith a linear DNA fragmeaf isa
ahich pitacA cadena 298-392 had Leen replaced by a 3.2-kbp DNA
fragmonf canta/sa/ng fhe as-gB gene (see “Experimental Procodus-es”).
Tisis mutanf albIo encades a PisacA ps-atela fruncated nifes- residuo
297.Tho transformante (denotod ~XpItacA#3 nad #4) carrying fhe ox-
pected disruptiosa-dolefion mutafian aes-o purified nad testee! fas-
gs-eafh on misa/mal mediuns aith 0.05% (a/y) lactose, 10 mM PhAc, os- 10
mM 2-hyds-oxy-PhAc as sale cas-ben ansas-ce, as indicated- A aild type
sfs-ain aad a sts-aisa carrying u nuil (ts.ItrngA) mutatian isa tho homogon-
fisate dioxygosanao gene (seo Fig. 1) aoro used as cenfs-oía. Platos acre
isacubated bar 4 daya uf 87 ‘0 befos-o being pisofograpised.
3.2-kbp fs-agmont containing an argB* allole replacod a 289-
base pair NaeI-KpnI placA gonomic fragmesat including cedona
298—392 (seo Fig. 8>. Tisis mutant placA gene aauld encade a
PisacA prateisa trusacafed at residuo 297 asad therofore lacking
tho 221 0-terminal rosidues, ah/ch include the esaesatial Cys-
cosataining peptide motif involvod isa heme bisading. Hamakary-
ofic tranaformasat clones aere pun/fied aRos- repeated stronking
on medium lacking arginino osad analyzod by Seufisersa blot
hybnidizatiosa. ‘Pwo tranafarmanta showisag an identical hybs-id-
ization pattos-n consiatent aith tho intogratian evonf ahoan isa
Fig. 3 aere chosen fon fus-ther analyses. Both grea normally esa
0.05% (a/y) lactose but, in cantrast to the ajid type, shaaod
residual greath (similar fo that obaerved in tise absence of a
cas-basa saurce) an Ph.Ac-minimal medium (Fig. 3), showisag that
PhacA is indeod involved in PhAc cntaboliam. Uy contrast, both
transformante aeno able te graa en 2-hydroxy-PhAc (Fig. 3).
Tisose data indicate that ItacA is isavolvod isa tho ortlio-hy-
draxylation ofPhAc. Tho disruptiosa-doletian mutatian (desaat-
cd Ap/zacA) ana recoasive ja diploida (isa agreoment aifh ita
predictod loss-of-functiosa phonotypo) asad did saof complement
plac-4, a profofype of clasaical clasa 1 mutationa thaf, isa cern-
mon asth Ap/sacA, loada te isanbility te use PhAc but albas
groath en 2-hydroxy-Ph.A>-c. pliac-4 ja therofere a placA allele
that ae ronamodpía cA4.
Ap/zacA Microsomes Are Defrcient in P450 PIAc 2-flydroxyl-
ating Activity—Most eukaryotic cytachromes P450 are mies-a-
somal onzymes. Eloctresas nro tranafos-red fo thoir cafalytic
horno conter from (NADPH)-cytochramo P450 roductase, a mt-
es-asomal onzyme centaining FAD asad FMN (seo Fig. 44). Wo
preparod microsomal fractiana fram ajíd typo asad ApItecA colla
inducod aith PhAc, ah/ch showed similar (NADPH)-cyto-
chs-ome P450 roductase actiyity, as asaayed by tho NAiDPH-de-
pondont roduction of artificial eloctron acceptora auch as forri-
cyanide es- cytachremo e (20) (Fig. 4A). Tiso corroapanding
placA4- asad ApItacA soluble fractiona showod similar, high
loyola ob homogosatisato dioxygesaaae (a soluble enzyme of tho
Ph.Ac dogradatiosa pathaay, data not ahoasa), indicating tho
cquivalont induction ob Pb.Ac catabolism isa Isatis atraisas.
Follaaing isacubatien in vitre of aild type mies-asemos aithDayid E. Nelson, personal communieatioo.
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Fsc. 4. pitarÁ diaruption resulta ja a marked rodection of mierosesnal PhAc 2-hydroxylase activity. A, a eytoehs-ame P450 manooxy-
gesanae csatalyzos fha incas-poratiosa ofano obthe atoms fs-om dioxygon (asan hydroxyl group) isata the sas-amatie ring ofPhAa Tiso sons-co ofeleefrasas
bar such rosactian is a NAPH-cytochs-omo P450 axidoreduefuse, san osazyane thaf tranafera eloefrosas fs-om NADPH through tao llano rodaz contera
(20). ¡si vitre> fha acfjyify ob fha reduefaso can te monitered by uaing artificial olectrosa ueeopfors aueh sas fors-ieyanide nod cytochrame e us
indiesafod. Sisean telea as-o PhAe 2-hydroxylase asad NAPH-cytochrama P450 oxidas-eductase aetMfioa isa tho mierosomal fractiana ofApItecA asad
p/zsy>~A~ nsycelia. Fas-mution ab 2-hydroxy-PhAc asas monitered aifh a chemical metisod (17>. R, HPLC analyaia of PhAc 2-hyds-oxylnse isa fha aboye
microsemal braetiana. ‘Use pasitiesas of afandarda wore isadicafed by reman numbera as foíloas: 1, 2>5-dihyds-oxy-PhAc; II, 3,4-dihydxoxy-PhAe; III,
4-hydroxy-PhAc; IV, 3-hyds-oxy-PhAc; V, 2-hyds-oxy-PhAe; VI, PhAe. Therofesation timo fas- sautisesatie 2-hydroxy-PhAc ana 1182 misa ahorcas the
ps-oduef formod isa the complote pItacA~ usad /xphacA reactiosas shewed refeafion times of 11.81 asad 11.86 misa, reapectiyeíy.
PhAc asad NAiUPH, ae dotocted the farmatiosa of a masaehy-
ds-oxylatod PhAe deriyativo using a chomical doteet ion method
((Fig. 44; seo “Experimental Procodus-os’). Direet HPLC anal-
ysia of the reactiosa mixture showed that ttis campausad ana
2-hydroxy-PhAe asad thnt ita fas-mafiosa ana abaolutely depesad-
ent en tho presence of both PhAe asad NAUPH (Fig. 4B). ‘Phis
ahoaed that A. nidulans micrasemea contain a phonylaeotato
ortho-hydroxylating activity. ‘Phis activity asas nsarkedly asad
s-ops-odueibly rodueed but not sabolished by tho AphaeA muta-
fien (Fig. 4, A asad B). Finsally, aild type mycolin pregrean m
glucosa asad trasasberred to media eentnining Ph.Ac secretee!
2-hyds-oxy-PhAc fo the culturo aupos-saatant (Fig. 5). Isa agree-
ment aith tho aboye in viti-o aasnys, soes-etion of 2-hyds-oxy-
PhAc ana also msas-kedly reduced, bat not aboliahed, by tho
ApliacA mutation (Fig. 5). Ml these data, tagether aith fha
groath charaeteristica of tho AphaeA atrain (seo aboye)>
ats-ongly aupport tho conelusien thsat piacA encades a phenyl-
acotate 2-hydroxylaae asad that a secosad, minar onzyxsae shaw-
ing this sactivity ja ps-eaont in A. nidulans mies-osamos (seo
“Diacussiosafl.
pitacA Disruption Results in Increased Penicillin Produc-
t/on—Penicillin-ps-odueing flínmesataus fungi use PhAc (acti-
vated sas a OeA thioestes-) sas a precursor bar ponicillin G bia-
sysathoais. PhAc is oxehanged aith tho L-amisaaadipyl maioty of
isapenicillin N fo y/oíd penicillin G isa a reaction eatsalyzed by
acyl-OoA::iaapenicillisa N-aeyltransfos-ase (see Hab. 21 bar re-
vioa). PhAc casasaot be sysathesized by fungi, asad thereboro it
u4
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1
o
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o 40 80 120
Timo, mio
PIG. 5. Reducod socretion of 2-hydroxyphenylacotato isa a
AphaeÁ strain. Culture supos-natusata obpItacA (circlea) und Ap/secA
(triangles) efruina wore aasnyed lar tise presence ob 2-hyds-oxy-PhAc.
Mycelia aos-o progroasa isa glucosa misaimal mediuin asad tranaberred ta
PhAc. Samples aore taken st fha indiesated time-poisafa ufter fha
franefes-.
has te be fed fo ponicillin cultures. Wo reasoned that tho PhAe
dogradation pathaay aould compete aith tho ponicillin bioaysa-
thetic pathaay for PhAc, suggosting that isaterrupting the ini-
fmI atep ofthe degradatiosa pathaay naayimprove tho ineorpo-
ratian ob Ph.Ae into penicillisas. ‘Phis predictiosa asas canfirmod
aith the tao aboye ApliacA atraina, ahieh in indepondosat
oxporimonta s-eps-oducibly ahewod a mas-ked elovatien isa poni-
cillisa productiosa oves- the wild type. Fig. 6 ahoas ano such
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Esa. 6. Inoreased penicillin production resulting from phaeA
disniptiosa. Time caurseofpesaicillin praductiosa isa a Ap/sacA (donoted
hora os phacAxargfl) asad a pheeA4- atraisa. Media confaisaed tise mdi-catee! flAc concentratiasas. PtAc is usad as side-chain precursor fas-
ponicillin O bioaynthosis (seo text). Shoan aro data bar ts-asasformant #3.
Data fas- transbormant #4 (nat ahoan) aos-o noariy indistinguiahable isa
tisis asad atises- ponicillisa produetion exporimesafa.
exporimesat, illuatrating hoa fhe marease is nls-eady ovidesat isa
cultures aupplemesated with 0.125% (a/y) Ph.A>-c (1.8 ¡ig/ml isa
the ajíd typa, 5.2 ¡rg/ml in tho Ap/zacA atraisa). Mas-aoyor,
roduction of PhAc fo 0.0625% (a/y) rosulted isa saoarly a 40%
docroasa isaaild type ponicillin praductiosa but had no docreas-
¿ng effocf isa mutant atraisa production (Fig. 6; bar aimplicify,
resulta aith osaly ano of the tao dias-uptad atraisas nro shawsa;
seo fha logosad). Usador such cesad/tiesas, fha Ap/zacA mutation
resultad isa a 4.9-fold marease isa pasaicillin productiosa.
DISOUSSION
Wo haya analyzed tho “uppas- pathaay” of Pb.Ac catabolism
(jo. fha conves-sien of PhAc fo homagontisate, Fig. 1) isa tho
filamesataus fusagus A. nidulans. Mutatiosaní asad molecular ay-
idosace atrangly isadicates that thia casavora/osa praceeda -,ria tao
sequesatial hydraxylating atepa, fho fis-st of ahich is a 2-hy-
droxylafiosa of fha aromatia ring catalyzed by a cytochrome
P450 monaxygonaao oncodad by thaphacA gene. Fis-st, ao have
¿solated a clasa of mutationa ps-oventing gs-aath en PhAc but
alloaing growth en 2-hyds-axy-PhAc os- homogentisato sas solo
cas-basa sons-ce. Secosad, we describo a gene, dasaetad pitacA,
ahoso inactivation resulta isa fha sama phonetypo na fha aboyo
mutafiasas. This Ap/tecA mutatiosa does saot complemesat aith a
ps-etatypical clasaical mutafiosa of fho aboye cInas, indicafisag
that beth attect the sume gene. Third, pliacA encades a CYP
(cytachramo P450 masaaoxygonsasa). CYP esazyaaas ns-e usual!>’
isayalved isa a variety of biosynthetic and catabolia hyds-oxylat-
ing reactiona (5, 6), in ags-eement aith the predictad PhacA
fusaction. Fourfh, pliacA + microsomal extracta catalyza fha
PhAc-asad NADPH-dopendent synthasis ab 2-hyds-axy-Ph.Ac. 8>’
cosafraat, a mutasat Ap/zacA microsomal fractiasa is markedly
deficiasat in this reaction. Am A. niger mias-asomal, NADPH-de-
pondont phanylacetato-2-manooxygOsaaao activity ps-evioualy
reportad by othas-s (17) is poasibí>’ encadod by a píricA horno-
logue. Isa agreemant aith aus- Nos-thern analysia, auch activity
ana datocted isa phenyíacetnte-gs-awn colla asad abaant fs-om
glucose-groan celia (17).
The Ap/zacA mutatiosa cosastructed hora is alnseat cartaisaly a
saulí mutatiosa, ahich atrosagí>’ suggested that the residual PhAc
2-hydraxylase nctivify fhat we detectad aith Ap/zacA microso-
mal exts-acts ja esacadod by a diltarent gene. We hayo idontified
fha gene (donoted ps/zA) esacedisag this mines- activityA Isa
ags-eemesaf with aur prodictian, a deuble Apíac/& Apa/zA mufa-
fien aboliahod microsomal PhAc 2-hyds-axylat/onA A ApshA
sfraisa gs-ows en PhAc but daes not grea esa 3-hyds-oxy-PhAc
(ahich isa fhe ajíd type is alse catabolized through homeganti-
safe), isadicatisag thnf ps/zA encodos a 3-hyds-oxy-PhAc 6-hy-
ds-oxylasa (¿e. asad oi-tho-hyds-exylaae), cosavertisag 3-hydroxy-
PhAc fo 2,5-dihydroxy-Ph.Ac. This anzyme has baesa previously
doscribed isa fha fusagus Ts-ichospoi-urn cutaneurn, ahich con-
yerta PhAc fo hamegasafisate through sequential hyds-axylatien
ob positiosas 3 asad 6 of fha ring (22).
Highes- eukaryotos hayo multipla cytochrame P450 monooxy-
ganases cafalyzisag a vas-jet>’ of exidafive reactiosas. Such abusa-
danco is nat feusad isa fha micrabial world. For exampla, asal>’
fhrea CYP genes are feusad in the ganome of 8. ce,-evisiae (23).
The marked motabolia voraatility of filamonteus busagi would
suggest a groafos- varioty of CYP cnzymos isa their ps-oteemos.
isa addition te pliacA, faus- stc genes of tho A. nidulans sfes-ig-
matocyafin biosynfhetic clusfar encade OYP esazynas (24). Tho
closoly relatad os-gasa/amA. niger has a vos-y apociflc besazoate—4
hydroxylaao enzyme, osaceded by fha bphA gene (25). Nofabí>’,
PlacA asad BphA each define a nea CYP family, auggeatisag
fhat metabalienlí>’ vorsafile saps-aphytic fungi may raps-osesat
asa sas yat usaexplorad saus-ce ab variability fas- OYP enzymas
catalyzisag novel metabolio reactiosas.
Industrial ponicillisa productiosa by Penic/l//um c/zrysogenurn
atraisas raquis-es fho addition of PhAc, which is fha sido-chaisa
ps-ocus-sor fas- the synthesia of posaicillin O. Psart of fha added
PhAc is exidizod (26), asad it is saof franabormed isato penicillin.
mes-aforo, afraisa irnpravemosat programa usisag mutafien asad
salaction tecísaiquas hayo beon dis-octed te pravant auch oxida-
tiosa (27). Esaginees-ad oxps-esaiosa isa P. chi-ysogenum of a bacte-
rial phasaylacatyl-CoA ligase leadisag fa mas-casad loyola of phe-
nylacatyl-CaA savailabla fas- ponicillin biosysathosis resultad in
pesaicillisa ax’es-ps-oductiasa (28). Wc shaw hes-e that tas-gafad
dias-uptian of fho gene mediating tho fis-st atep ab A. nidulans
PhAc csafabalism resulta isa a 3- te 5-feld incrasase isa pesaicillin
productiosa asad makes the s-ecambisaanf atraisa leas dopendant
en fha axtos-nal supply of PhAc. Thia ps-asumably resulta fs-om
increased availability of phasaylacotate fas- posaicillin O biosysa-
thesis. AP. chsysagonum pliacA homologue has been idesatifaed.
Tharobos-e, theae resulta pavo tha aay fas- the impravement abP.
c/zrysogenum industrial atraisas usisag a similar methodelogy.
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